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resumo 
 
 
A microcamada superficial marinha (sea surface microlayer - SML) situa-se na 
interface entre a hidrosfera e a atmosfera. Esta camada é geralmente definida 
como o milímetro superior da coluna de água e representa um ambiente único 
com processos biológicos, químicos e físicos característicos. A SML está 
envolvida na regulação de processos ambientais e desempenha um 
importante papel no controlo das trocas de matéria, de origem natural e 
antropogénica, entre a hidrosfera e a atmosfera. As comunidades bacterianas 
que habitam a SML, designadas de bacterioneuston, são diferentes do 
bacterioplâncton que se desenvolve nas águas subjacentes e as suas 
actividades podem ter um impacto significativo na troca de matéria na 
interface ar-água. Devido à constituição química da SML, compostos de 
origem antropogénica de natureza lipofílica, como os hidrocarbonetos 
aromáticos policíclicos (polycyclic aromatic hydrocarbons - PAH), tendem a 
acumular neste compartimento da coluna de água. Os níveis de 
contaminação podem influenciar e activar as comunidades bacterianas com 
capacidade para metabolizar os PAH, podendo este processo ser crucial na 
redução da concentração destes compostos. Neste estudo foram analisadas 
as diferenças entre o bacterioneuston e o bacterioplâncton, quanto à sua 
actividade heterotrófica, abundância e composição em termos de grupos 
relacionados com a degradação de PAH, ao longo de um gradiente de 
contaminação num sistema estuarino (Ria de Aveiro, Portugal). A actividade 
heterotrófica bacteriana foi avaliada pelas taxas de actividade enzimática 
extracelular e pelo perfil de utilização de fontes únicas de carbono. A 
composição das comunidades bacterianas foi avaliada por FISH (Fluorescent 
In Situ Hybridization) e a diversidade foi analisada por DGGE (Denaturing 
Gradient Gel Electrophoresis). As taxas de hidrólise enzimática demonstraram 
uma tendência para um acréscimo na SML relativamente à UW. Não se 
observaram diferenças significativas entre o bacterioneuston e o 
bacterioplâncton quanto ao padrão de utilização de fontes únicas de carbono. 
Ambas as comunidades revelaram idêntica abundância total de 
microrganismos e abundância relativa do domínio Bacteria. A subclasse γ-
Proteobacteria registou os seus valores de abundância relativos mais 
elevados nas estações de amostragem com maior concentração de PAH de 
baixo peso molecular. A análise de fragmentos de rDNA 16s por DGGE, 
sugere que a diversidade bacteriana global é similar entre a SML e a UW. O 
isolamento de bactérias degradadoras de PAH da SML, evidenciou uma 
predominância do género Pseudomonas. A análise dos fragmentos do gene 
gacA, específico de Pseudomonas sp., sugere que a diversidade deste 
género é superior na SML. 
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abstract The sea surface microlayer (SML) represents the interface between the
hydrosphere and the atmosphere. This layer is usually defined as the
uppermost millimeter of the water column, and configures a unique
environment with characteristic biological, chemical and physical processes. It 
is accepted that this interface controls environmental processes and plays a
major role in regulating the exchanges of natural and anthropogenic
substances between the atmosphere and the hydrosphere. Bacterial
communities inhabiting the SML (bacterioneuston) are distinct from 
bacterioplankton developing in the underlying waters (UW), and their activities
can significantly impact the exchange of matter across at air–water interface. 
Due to its chemical nature, the amounts of autochtonous and anthropogenic 
recalcitrant compounds such as polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH),
shown higher concentrations at the SML when compared with the UW. Such
levels of contamination may activate bacterial communities able to metabolize
PAH compounds, a crucial biological process for reducing PAH contamination.
In this study we attempted to compare bacterioneuston and bacterioplâncton
communities in terms of heterotrophic activity, abundance, and diversity of
PAH degrading bacteria, along a gradient of contamination in an estuarine
system (Ria de Aveiro, Portugal). Bacterial heterotrophic activity was described
by the rates of ectoenzymatic activity, as well as by the profiles of sole-carbon-
source utilization. The composition of bacterial communities was assessed by 
FISH (Fluorescent In Situ Hybridization) and DGGE (Denaturing Gradient Gel 
Electrophoresis) was applied to access bacterial diversity. The rates of
ectoenzymatic hydrolysis were more often higher at the SML than in the UW.
The patterns of sole-carbon-source utilization were similar for both 
communities. Total bacterial abundance and the relative abundance of the
Bacteria domain, were also similar in bacterioneuston and bacterioplankton
The γ-Proteobacteria subclass, showed the highest values at the estuarine
sections were the concentration of low molecular weight PAH was higher. The
analysis of 16s rDNA fragments by DGGE indicates that bacterial communities
from the SML and UW shown similar diversity. Pseudomonas, was the 
dominant PAH hydrocarbon-degrading bacteria isolated from the SML. The 
analysis of Pseudomonas-specific gacA gene fragments indicates a higher 
diversity of this group in bacterioneuston. 
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bacterioplâncton (UW), nos locais de amostragem N1, I2, I3, I4 e I6, no dia 29 de Outubro 
de  2007.  As  colunas  indicam  o  valor médio  da  densidade  óptica  corrigida.  As  barras 
indicam o desvio padrão.  ‐ 63 ‐ 
 
Figura 23: Utilização dos seis grupos de fontes de carbono (aminas, aminoácidos, hidratos 
de  carbono,  ácidos  carboxílicos,  polímeros  e  vários)  do  bacterioneuston  (SML)  e 
bacterioplâncton  (UW),  nos  locais  de  amostragem N1,  I2,  I3,  I4  e  I6,  em  12/03/08. As 
colunas indicam o valor médio da densidade óptica corrigida. As barras indicam o desvio 
padrão. N.D. ‐ não determinado  ‐ 64 ‐ 
 
Figura  24:  Distribuição  bidimensional  da  similaridade  na  utilização  de  substratos 
orgânicos,  entre  o  bacterioneuston  (SML)  e  o  bacterioplâncton  (UW),  nos  locais  de 
amostragem N1, I2, I3, I4 e I6 em 29/10/2007 e 12/03/08  ‐ 65 ‐ 
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Lista de acrónimos e abreviaturas  
 
μL             Microlitro 
μm             Micrómetro 
μM             Micromolar 
Da             Dalton 
DAPI             4,6‐diamino‐2‐fenil indol 
dNTP      Desoxirribonucleótido trifosfato 
DMSO            Dimetilsulfóxido 
DGGE             “Denaturing gradient gel electrophoresis” 
DOM             Matéria  orgânica  dissolvida 
EDTA             Ácido tetraacético etilenodiamina 
FISH             “Fluorescence in situ hybridization” 
Hm             Taxa máxima de hidrólise enzimática  
L             Litro 
m             Metro 
MCA             7 ‐ amino ‐ metilcoumarina 
mL             Mililitro 
MUF             4‐ metil ‐ metilumbeliferona 
NaCl             Cloreto de sódio 
nm             Nanómetro 
nM             Nanomolar 
nmol            Nanomole 
PAH             Hidrocarbonetos aromáticos policíclicos 
PBS             “Phosphate‐buffered saline” 
PCR             “Polymerase Chain Reaction” 
SDS             Dodecil sulfato de sódio 
SML             Microcamada superficial  
UV             Ultravioleta 
UW            Água subjacente 
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1. Introdução 
1.1. Microcamada superficial marinha 
 
As superfícies ou interfaces entre diferentes ambientes constituem zonas onde ocorrem 
processos biológicos e químicos muito relevantes (Franklin et al., 2005). A microcamada superficial 
marinha (sea surface microlayer - SML), localizada entre a hidrosfera e a atmosfera, forma um 
ambiente único caracterizado por propriedades físicas, químicas e biológicas diferentes da água 
subjacente (underlying water - UW) (Agogué et al., 2005).  
Na maioria dos trabalhos publicados, a designação de SML é uma definição operacional, 
com base na espessura da camada recolhida (Franklin et al., 2005). No entanto, têm sido propostos 
vários modelos para a estrutura desta camada. Hunter (1980), com base nos processos de 
transporte de matéria particulada na SML, descreve uma sub-camada hidrodinâmica com 50 µm e 
uma espessura total da SML de 300 µm. Hardy e Word (1986), definem três camadas distintas: a 
nanocamada superficial (< 1 µm), que contém várias substâncias surfactantes; a microcamada 
superficial (< 10 µm) enriquecida com partículas e microrganismos; a milicamada superficial                  
(< 1000 µm), que constitui o habitat para larvas e ovos de zooplâncton. O GESAMP (Joint Group of 
Experts on the Scientific Aspects of Marine Environmental Protection) divide a SML em três sub-
camadas: sub-camada viscosa (< 1000 µm), sub-camada térmica (< 300 µm) e sub-camada difusa 
(< 50 µm). Zhang et al (1998), determinou empiricamente a espessura da microcamada em 50±10 
µm, confirmando com base em leituras de pH com microélectrodos um valor de espessura de 60 
µm. Actualmente, e com base em toda a literatura existente, Wurl & Obbard (2004) propõem que 
uma espessura de amostragem de aproximadamente 60 µm é a mais adequada ao estudo das 
propriedades físico-químicas da SML e uma espessura até 1000 µm para as propriedades 
biológicas.  
Em virtude da sua localização a SML está exposta a condições ambientais variáveis 
caracterizadas nomeadamente por elevada incidência de radiações solares e amplas flutuações de 
temperatura (Agogué et al., 2004). Em comparação com a UW, a SML é um ambiente mais estável 
do ponto de vista físico, resultando essa estabilidade das forças de tensão superficial que actuam 
nesta camada. Esta estabilidade é afectada por perturbações mecânicas, associadas à ondulação e 
ao vento, que vão condicionar a sua formação e espessura (Franklin et al., 2005). 
A formação da SML resulta da acumulação de DOM (matéria orgânica dissolvida), na 
interface hidrosfera-atmosfera formando um filme ou biofilme (Walczak & Donderski, 2004). Os 
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compostos que possuem maior capacidade para diminuir a tensão superficial, como os lípidos e 
compostos lipofílicos, localizam-se à superfície formando uma camada multimolecular (100Ä) 
permanente. Os compostos hidrossolúveis como proteínas, aminoácidos e hidratos de carbono 
localizam-se abaixo da camada multimolecular (Momzikoff et al., 2004). Estes compostos 
acumulam-se na microcamada através de mecanismos de adsorção, difusão, flutuação, e 
precipitação atmosférica (Walczak & Donderski, 2004). Em alto-mar, a principal fonte destes 
compostos é a produção primária do fitoplâncton, cujos produtos do metabolismo se acumulam na 
SML. Junto de zonas costeiras, os materiais resultantes de actividade antropogénica podem 
representar uma contribuição significativa para a formação da SML (Liss & Duce, 1997). 
A SML funciona como reservatório de vários poluentes desempenhando um importante 
papel na distribuição global de contaminantes antropogénicos. Estes contaminantes incluem os 
hidrocarbonetos clorinados, compostos organometálicos e hidrocarbonetos aromáticos policíclicos 
(PAH), podendo a sua concentração estar enriquecida cerca de 500 vezes em comparação com as 
águas subjacentes (Wurl & Obbard, 2004). Estes compostos têm origem em descargas de esgotos, 
resíduos agrícolas, actividades portuárias e industriais. A precipitação atmosférica desempenha 
também um importante papel no enriquecimento desta camada. Diferentes tipos de aerossóis, 
gases e poeiras depositam-se na SML devido à sedimentação gravitacional ou transporte pela 
chuva. (Walczak & Donderski, 2004; Wurl & Obbard, 2004). 
Os organismos que vivem na SML são denominados de neuston. Funcionam como fonte e 
depósito de matéria orgânica e inorgânica e a sua actividade pode provocar um importante impacto 
nas trocas de matéria na interface oceano-atmosfera (Obernosterer et al., 2005). Devido às suas 
características físicas e químicas únicas, a SML constitui um importante habitat, onde se 
concentram várias espécies. Podem ser considerados habitantes permanentes da SML o 
virioneuston, o bacterioneuston, o fitoneuston, o zooneuston e o ictioneuston, cujas abundâncias 
frequentemente são descritas como sendo maiores neste compartimento do que na UW. As larvas e 
ovos de um grande número de peixes e invertebrados apenas permanecem temporariamente na 
SML, durante algumas fases do seu desenvolvimento (GESAMP, 1995).  
Uma das maiores limitações no estudo do neuston é o método de recolha da SML. O 
método de amostragem vai determinar a espessura da camada e o grau de contaminação da SML 
com a UW (Agogué et al., 2004). Vários factores devem ser tomados em consideração na escolha 
do amostrador: o objectivo do estudo, o volume de amostra necessária e o material mais adequado. 
A escolha do material é particularmente crítica nos amostradores que funcionam através da 
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adsorção da SML, uma vez que diferentes materiais adsorvem com maior afinidade diferentes 
componentes (Franklin et al., 2005). Embora nos últimos anos tenham sido desenvolvidos vários 
métodos, a recolha desta camada continua a constituir um desafio. A agitação mecânica resultante 
de correntes e de ventos, a necessidade de treino do operador na rotina de recolha de amostras de 
modo a obter resultados reprodutíveis, e o facto de durante o período de amostragem as amostras 
poderem sofrer algumas modificações nas suas características e concentração de solutos, devido à 
selectividade de alguns materiais usados nos amostradores, são algumas das dificuldades na 
recolha de amostras da SML (Wurl & Obbard, 2004). Alguns dos amostradores mais comuns são a 
grelha de metal (Garrett, 1965), a placa de vidro (Harvey & Burzell, 1972), o tambor de rotação 
(Harvey, 1966; Hardy et al., 1988), a placa de teflon (Larsson et al., 1974) e a plataforma (Hatcher & 
Parker, 1974). De entre estes, os mais usados são a grelha de metal, o tambor de rotação e a placa 
de vidro (Agogué et al., 2004). Geralmente, a camada amostrada pela placa de vidro corresponde a  
50±10 μm, sendo usada para estudos envolvendo descritores físico-químicos e biológicos (Wurl & 
Obbard, 2004; Zhang et al., 2003). Membranas hidrofílicas e hidrofóbicas são também usadas, 
devendo no entanto ser utilizadas apenas para isolar células bacterianas e não na sua quantificação 
(Agogué et al., 2004). 
 
1.2. O bacterioneuston 
 
As comunidades bacterianas presentes na SML são designadas de bacterioneuston. O 
bacterioneuston está exposto a uma combinação de condições muito particulares. Algumas dessas 
condições são vantajosas, como a elevada disponibilidade de matéria orgânica e inorgânica que vai 
favorecer o crescimento e desenvolvimento das comunidades. Outras são desfavoráveis como as 
elevadas concentrações de metais pesados e PAH, as amplas flutuações de temperatura e a 
elevada exposição à radiação ultravioleta (Agogué et al., 2005b). Os efeitos da exposição às 
radiações ultravioletas em comunidades bacterianas marinhas manifestam-se por decréscimo do 
número de células totais, redução da taxa de incorporação de aminoácidos, redução da actividade 
enzimática extracelular e inibição significativa na síntese de DNA e proteínas (Jeffrey et al., 2000). 
Apesar destas condições, a SML é muitas vezes descrita como tendo uma maior abundância 
bacteriana do que a camada de água subjacente, o que sugere que as comunidades bacterianas da 
SML podem ter desenvolvido estratégias de adaptação para sobreviver neste ambiente (Agogué et 
al., 2004).     
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O estudo e caracterização da diversidade taxonómica do bacterioneuston encontra-se ainda 
numa fase inicial, existindo pouca informação. Pela aplicação de técnicas de microscopia e técnicas 
independentes de cultivo como o DGGE (“Denaturing Gradient Gel Electrophoresis”) têm sido 
recolhidos indícios de que as comunidades bacterianas da SML são diferentes da UW (Henk, 2004).  
A construção e análise de bibliotecas genómicas revela uma menor diversidades bacteriana na 
SML, em comparação com a UW, sendo a SML dominada por sequências do gene rRNA 16S 
próximas de dois grupos: Vibrio spp. com uma percentagem de 68% dos clones e 
Pseudoalteromonas spp., com uma percentagem de 21% dos clones (Franklin et al., 2005). Embora 
tendo sido isoladas na SML novas espécies de bactérias, as evidências da existência de bactérias 
características da SML são escassas (Agogué et al., 2005). Um estudo realizado com 
bacterioneuston estuarino (Blyth, Inglaterra) revelou sequências do gene rRNA 16S homólogas de 
sequências obtidas em bacterioplâncton marinho e estuarino (Cunliffe et al., 2008). No entanto, no 
mesmo estudo, foram detectadas diferenças no perfil de DGGE de sequências do gene rRNA 16S, 
ocorrendo na SML bandas não detectadas na UW. A necessidade de mais estudos sobre a 
diversidade do bacterioneuston, com recurso a técnicas independentes de cultivo, no sentido de 
verificar a existência de comunidades bacterianas específicas na SML, e de compreender a relação 
entre a estrutura das comunidades e o ambiente físico-químico, é uma opinião consensual (Agogué 
et al., 2005; Franklin et al., 2005; Cunliffe et al., 2008). 
A caracterização dos padrões de actividade das comunidades de bacterioneuston é ainda 
contraditória. A actividade heterotrófica do bacterioneuston é caracterizada em estudos diferentes 
como sendo maior (Carlucci et al., 1986; Obernosterer et al., 2005), menor (Williams et al., 1986) ou 
idêntica à do bacterioplankton (Agogué et al., 2004). As taxas de hidrólise enzimática são descritas 
como sendo mais elevadas na SML do que na UW (Kuznetsova & Lee, 2001). 
Apesar da escassez e aparente divergência de informação disponível, acredita-se que as 
elevadas concentrações de diferentes compostos orgânicos e inorgânicos na SML condicionam os 
processos metabólicos do bacterioneuston bem como a sua intensidade (Walczak & Donderski, 
2004). O bacterioneuston provavelmente desempenha um importante papel na degradação de 
compostos naturais e dos vários compostos de origem antropogénica que se acumulam nesta 
camada (GESAMP, 1995).    
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1.3. Comunidades microbianas e potencial metabólico 
 
A caracterização das comunidades de bacterioneuston incide sobre a sua abundância e 
também sobre a diversidade genética e taxonómica. Os métodos tradicionais que envolvem o cultivo 
de microrganismos, tais como a contagem de colónias ou o método do número mais provável, são 
frequentemente usados para quantificação bacteriana. No entanto devido à sua selectividade e ao 
facto de muitos microrganismos não serem cultiváveis, estes métodos podem não ser adequados 
quando se pretende analisar comunidades mistas. Em ambientes aquáticos é frequente que as 
contagens directas ao microscópio ultrapassem em várias ordens de magnitude o número de 
células cultiváveis (Amann et al., 1995). A aplicação de técnicas moleculares como o PCR 
(polymerase chain reaction) associado a técnicas de hibridação e sequenciação, tornam possível a 
detecção e identificação de grupos não cultiváveis, mas eventualmente relevantes na composição 
das comunidades bacterianas mistas.  
A técnica de DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) é uma abordagem de 
tipagem molecular que assenta na separação de fragmentos de DNA, amplificados por PCR 
(Riemann et al., 1999). O DGGE permite obter informação qualitativa e semiquantitativa sobre a 
diversidade microbiana numa comunidade mista. Informações sobre a abundância total de 
microrganismos, a sua morfologia ou a sua actividade têm de ser recolhidas por outras abordagens 
metodológicas. A técnica de DGGE tem sido utilizada em vários estudos para a caracterização de 
comunidades de bacterioplancton estuarino (Kirchman et al., 2005; Henriques et al., 2006). O DGGE 
permite a separação de fragmentos de DNA com o mesmo comprimento mas com sequências 
diferentes. A separação é baseada na mobilidade electroforética decrescente da cadeia de DNA 
num gel de policrilamida com um gradiente linear de desnaturantes químicos (ureia e formamida) 
(Muyzer & Smalla, 1998). A separação das moléculas de DNA dá-se em sequências especificas 
designadas de domínios de fusão. Numa corrida num gel de poliacrilamida, à medida que a 
concentração do agente desnaturante aumenta os domínios de fusão são alcançados e a 
mobilidade da molécula é retardada. A variação da sequência destes domínios faz com que as 
moléculas terminem a migração em diferentes posições no gel. A separação completa das cadeias 
é impedida por um domínio de alta fusão designado de GC-clamp que se encontra associado a um 
primer (Muyzer & Smalla, 1998). Os padrões de bandas resultantes, fornecem uma representação 
gráfica da composição da comunidade bacteriana em termos de grupos mais representados. Esta 
abordagem permite uma comparação visual da estrutura das comunidades de diferentes amostras, 
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e membros específicos podem ser subsequentemente identificados sequenciando as bandas de 
interesse (Riemann et al., 1999).  
As análises microscópicas que envolvem a coloração de células como o método de Gram 
ou Ziehl-Neelsen, embora úteis não permitem a sua correcta identificação num contexto ambiental 
(Moter & Gobel, 2000). As células procarióticas podem no entanto ser identificadas por FISH 
(Fluorescence In Situ Hybridization), um método independente de cultivo que usa sondas 
oligonucleotídicas específicas marcadas com fluorescência (Wagner et al., 2003). A sonda 
oligonucleotídica vai ligar-se especificamente à sequência alvo complementar, na célula intacta, 
geralmente uma sequência do rRNA 16S, e conferir fluorescência à célula marcada. Este método 
combina a precisão das técnicas moleculares, com a informação visual que o microscópio 
proporciona, permitindo a visualização e caracterização de células individuais (Moter & Gobel, 
2000).  
Para além da diversidade genética e taxonómica, a informação sobre a diversidade e 
potencial metabólico (diversidade funcional) de uma comunidade bacteriana é essencial para 
compreender as interacções dessa comunidade com o ambiente (Preston-Mafham et al., 2002). A 
análise da utilização de substratos como fontes de carbono pelo sistema Biolog® e a determinação 
da actividade enzimática extracelular são duas abordagens que se complementam no estudo da 
diversidade funcional das comunidades bacterianas heterotróficas. 
O estudo da actividade enzimática extracelular é uma importante ferramenta na 
caracterização dos processos de decomposição de matéria orgânica resultante da actividade 
microbiana, em ambientes marinhos e de água doce (Chróst & Siuda, 2002). Em ambientes 
aquáticos a matéria orgânica, dissolvida e particulada, constitui uma importante fonte de carbono, 
azoto e energia utilizada pelas bactérias heterotróficas (Mudryk & Skorczewski, 2004). Apenas uma 
pequena fracção desta matéria está pronta para ser incorporada pelas bactérias, encontrando-se a 
sua maior parte na forma de compostos de elevado peso molecular como proteínas, polissacarídeos 
e ácidos nucléicos (Martinez et al., 1996; Mudryk & Skorczewski, 2004). Estes compostos são 
hidrolisados por enzimas extracelulares, resultando monómeros ou compostos de baixo peso 
molecular, susceptíveis de serem incorporados. As bactérias só conseguem incorporar moléculas 
mais pequenas que 600 Da sem necessidade de clivagem prévia por enzimas extracelulares. A 
eficiência com que são utilizados os compostos de elevado peso molecular em meio natural é 
indicativa da importância deste processo (Hoppe et al., 2002). Várias bactérias heterotróficas 
contêm o potencial genético e metabólico para sintetizar enzimas que degradam uma grande 
Introd
 
 
 
varied
extrac
ecoss
da cé
forma
comp
1996
ligada
emite
ou m
produ
1996)
 
 
 
 
 
 
 
micro
- CLP
de ca
tetraz
via ox
et al.
não i
Mafha
micro
ução 
ade de po
elulares é 
istemas aqu
lula (ectoen
rem comple
Para qua
ostos fluore
; Mudryk & S
 a uma ou
m fluorescên
etil-coumarin
tos fluoresc
.      
O sistem
bianas, desc
P) (Classen
rbono. O g
ólio (Preston
idativa o tet
, 2003). Exis
ncluem tetra
m et al., 20
Os padrõ
placas foram
Figura 1: Esq
 
límeros nat
assim um p
áticos (Hopp
zimas) ou se
xos com os s
ntificar as ta
scentes dep
korczewski,
 mais moléc
cia (Hoppe,
il (MCA), co
entes metil
a Biolog é
rito pelo pad
 et al., 2003)
rau de utiliza
-Mafham et
razólio vai s
te uma varie
zólio, uma 
02).  
es de utiliza
 inicialment
uema da rea
urais (Mudr
asso limitan
e, 1991). A
r libertadas 
ubstratos (C
xas de activ
ois de sofre
 2004). Este
ulas orgâni
 1991). Os s
mo agentes
umbeliferona
 utilizado 
rão de utiliz
. As placas 
ção dos su
 al., 2002). Q
er reduzido 
dade de tipo
vez que alg
ção de fonte
e aplicados 
cção enzimát
yk & Skorc
te na incor
s enzimas ex
para o meio
adoret et al.
idade enzim
rem hidrólis
s substratos
cas por uma
ubstratos mo
 fluorescent
 ou metilco
para caract
ação de sub
Biolog® são 
bstratos é r
uando os m
a formazan 
s de placas 
uns são in
s de carbon
à identificaçã
ica dos substr
zewski, 200
poração bac
tracelulares
 (extracelula
, 2002).  
ática são u
e enzimátic
 são formado
 ligação es
delos contê
es não tóxic
umarina, re
erizar o pe
stratos (Com
microplacas 
evelado pela
icrorganismo
desenvolven
disponíveis,
capazes de 
o que se o
o de isolado
atos MUF (Ad
4), e a ac
teriana de 
 podem esta
res) na sua 
tilizados sub
a (Hoppe, 1
s por uma m
pecífica e n
m radicais m
os, originan
spectivame
rfil fisiológic
munity-Leve
de 96 poços
 alteração d
s utilizam a
do-se colora
 incluindo pla
reduzir este
btêm com re
s. As placas
aptado de Ke
tividade de 
matéria orgâ
r ligadas à s
forma livre, 
stratos que
991; Martine
olécula fluo
a forma int
etil-umbelife
do após hid
nte (Martine
o de com
l Physiologi
 com divers
e cor de u
 fonte de car
ção violeta 
cas para fu
 indicador 
curso a est
 GN2 e GP
mp et al, 199
‐ 23 ‐ 
enzimas 
nica em 
uperfície 
antes de 
 libertam 
z et al., 
rescente 
acta não 
ril (MUF) 
rólise, os 
z et al., 
unidades 
c Profiles 
as fontes 
m sal de 
bono por 
(Classen 
ngos que 
(Preston-
e tipo de 
2 contêm 
3). 
Bacterio
aromátic
 
‐ 24 ‐ 
 
95 subs
gram-po
estudos 
diferente
análise d
fontes d
destinam
frequente
ocorre n
uma úni
(Guckert
com a c
diversida
2002). 
 
1.4. Bio
 
menor p
orgânico
Figura 
aromátic
ambient
neuston da 
os policíclico
tratos de ca
sitivas, respe
de ecologia
s comunida
e comunida
e carbono e
-se à aná
mente apon
os poços in
ca fonte de 
 et al., 1996
omunidade o
de metaból
degradaç
orte (Selina 
 mais impo
2:  Estrutur
os  policíclico
ais (Samanta 
Ria de Ave
s 
rbono usad
ctivamente.
 microbiana
des microbia
des bacteria
cologicamen
lise da frac
tada a esta
dividuais da
carbono, a 
). No entanto
riginal, send
ica de difere
ão de PAH
& Singleton
rtante, estim
a  de  algu
s  relevantes 
et al., 2002). 
iro: abundâ
os para ide
 No entanto
, com o o
nas. As mic
nas mistas 
te relevante
ção cultiváv
 abordagem
s microplaca
comunidade
, o espectro
o por isso 
ntes comun
 
, 2005). Em
ando-se qu
ns  Hidroca
como  conta
ncia, activid
ntificar cultu
, estas placa
bjectivo de 
roplacas Bio
em amostra
s (Classen 
el das com
 é o crescim
s (Guckert 
 vai modific
 de substrat
um método 
idades (Guc
a
h
(
O
o
a
c
O
f
t
c
o
 termos qu
e anualmen
rbonetos
minantes
ade e degr
ras puras d
s começara
comparar 
log® Ecopl
s ambientais
et al., 2003
unidades 
ento difere
et al., 1996)
ar-se indep
os utilizados
frequenteme
kert et al., 
De e
cumulam 
idrocarbone
PAH - polyc
s PAH são
rgânicos co
néis be
onfiguraçõe
correm na
ósseis, com
ambém sã
ombustão 
rgânicos co
antitativos, o
te, o impac
adação de 
e bactérias 
m a ser tam
a diversidad
ate foram de
 e contêm t
). As placa
e uma das
ncial dos mi
. Como em 
endentemen
 vai estar se
nte usado n
1996; Prest
ntre os cont
na SML 
tos aromá
yclic aroma
 uma class
nstituídos p
nzénicos 
s (Samanta
turalmente 
o o carvão
o formad
incompleta
mo a madei
 óleo de cr
to em ambi
hidrocarbon
gram-negati
bém utilizada
e fisiológica
senvolvidas
rês réplicas 
s Biolog Eco
 limitações 
crorganismo
cada poço 
te em cada
mpre relacio
a comparaç
on-Mafham 
aminantes q
destacam-se
ticos policí
tic hydrocarb
e de comp
or dois ou 
com 
 et al., 2
em combus
 e petróleo
os durant
 de ma
ra e vegetaç
ude é o po
entes marin
etos 
vas e 
s em 
 das 
 para 
de 31 
plate 
mais 
s que 
existe 
 poço 
nado 
ão da 
et al., 
ue se 
 os 
clicos 
ons). 
ostos 
mais 
várias 
002). 
tíveis 
, mas 
e a 
teriais 
ão de 
luente 
hos e 
Introd
 
 
 
Figura
estua
repre
(men
molec
de zo
de es
depe
2005)
dias).
2003)
essen
três m
apena
por a
em d
reacç
estud
enzim
ução 
 3: Principal v
rinos seja d
sentadas as
os de três a
ular (mais d
nas costeira
taleiros nava
nde da estru
. Geralment
 PAH de alto
.  
A capacid
cial para a 
ecanismos 
s um por b
cção das en
ióxido de ca
ões enzimá
adas em de
áticas da de
ia metabólica
e 1,7x106 
 estruturas 
néis benzén
e três anéis
s com inten
is (Hardy e
tura química
e, PAH de b
 peso molec
ade dos mi
reciclagem 
possíveis pa
actérias. A b
zimas dioxig
rbono e ou
ticas envolv
talhe. Como
gradação ae
 de degradaç
a 8,8x106 to
do naftaleno
icos) e do p
 benzénicos
sas activida
t al., 1990; W
, concentra
aixo peso m
ular perman
crorganismo
destes comp
ra a degrad
ase destes 
enases, seg
tros metabo
idas na de
 exemplo, es
róbia do naf
ão aeróbia do
neladas (H
, antraceno 
ireno, benzo
). Altas conc
des antropo
url & Obba
ção, distribu
olecular, des
ecem no am
s degradare
ostos em á
ação aeróbi
três mecani
uida de uma
litos (Selina
gradação d
tá represent
taleno por b
 naftaleno po
ead & Swa
e fenantren
(a)pireno e 
entrações d
génicas, des
rd, 2004) A 
ição e biodis
aparecem d
biente até p
m PAH em a
reas contam
a de PAH`s
smos é a ox
 série de rea
 & Singleto
o naftaleno
ada na figur
actérias.  
r bactérias (S
nnell, 1999)
o, PAH de b
coroneno, P
e PAH são 
ignadament
persistência 
ponibilidade
a coluna de 
elo menos 9
mbiente ter
inadas (Vin
, dois são op
idação inicia
cções que v
n, 2005). As
 por bacté
a 3 a vias m
amanta et al
. Na figura 
aixo peso m
AH de eleva
encontradas
e zonas por
de PAH no 
 (Selina & S
água rapida
 dias (Yama
restres e ma
as et al., 20
erados por 
l do anel be
ão degrada
 vias meta
rias aeróbia
etabólica e 
‐ 25 ‐ 
., 2002).
2, estão 
olecular 
do peso 
 na SML 
tuárias e 
ambiente 
ingleton, 
mente (2 
da et al., 
rinhos é 
05). Dos  
fungos e 
nzénico, 
r os PAH 
bólicas e 
s estão 
reacções 
Bacterioneuston da Ria de Aveiro: abundância, actividade e degradação de hidrocarbonetos 
aromáticos policíclicos 
 
‐ 26 ‐ 
 
Existe uma grande diversidade de genes relacionados com o metabolismo dos PAH. De 
referir que os genes relacionados com o catabolismo do naftaleno estão localizados em 
cromossomas e plasmídios (Van Hamme et al., 2003).  
O processo de biodegradação de PAH é influenciado por vários factores. A limitação da 
disponibilidade de nutrientes como o fosfato e azoto, as condições físico-químicas, como a 
temperatura, pH e disponibilidade de oxigénio, podem afectar o crescimento dos microrganismos 
degradadores (Selina & Singleton, 2005). As interacções entre os factores abióticos são complexas. 
Como exemplo, o aumento de temperatura aumenta a solubilidade de PAH, aumentando a sua 
disponibilidade, mas também diminui a solubilidade de oxigénio, o que vai reduzir a actividade 
metabólica dos microrganismos aeróbios (Selina & Singleton, 2005). No processo de degradação 
são também relevantes as interacções entre os diferentes microrganismos. Como exemplo, refira-se 
que a produção de surfactantes por parte de alguns grupos bacterianos aumenta a solubilidade e 
consequentemente, a biodisponibilidade dos poluentes, favorecendo a biodegradação (Head et al., 
2006). Assim, os factores bióticos e abióticos do ambiente onde ocorre a biodegradação 
condicionam este processo, sendo o seu estudo fundamental para a completa compreensão deste 
processo. 
As bactérias com capacidade de degradação de PAH estão geralmente presentes em 
pequeno número no ambiente, crescendo e multiplicando-se rapidamente quando expostas a estes 
compostos, que usam como fonte de carbono. Apresentam uma ampla distribuição, tendo sido 
isolados géneros de bactérias degradadoras em ambientes terrestres e aquáticos contaminados, à 
escala global (Samanta et al., 2002; Selina & Singleton, 2005; Head et al., 2006).  
A maioria das bactérias com capacidade degradadora de PAH isoladas a partir de amostras 
ambientais pertence à subclasse das γ-Proteobacteria (Head et al., 2006). Este grupo inclui géneros 
como Alcanivorax, Cycloclasticus, Pseudomonas, Oleiphilus, Oleispira e Thalassolituus. (Watanabe, 
2001; Head et al., 2006). De entre estes, o género Cycloclasticus tem sido apontado como um dos 
principais géneros degradadores de PAH de baixo peso molecular (Kasai et al., 2002), 
correspondendo a cerca de 25% da abundância bacteriana total em águas contaminadas por estes 
compostos (Maruyama et al., 2003; Harayama et al., 2004; Teira et al., 2007). Este género foi 
inicialmente isolado em Puget Sound, Washington (Dyksterhouse et al., 1995), tendo sido 
posteriormente isolado em outras localizações (Kasai et al., 2002). Ao contrário da maioria dos 
degradadores de PAH, o género Cycloclasticus consegue utilizar uma vasta gama de PAH como 
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fonte de carbono, incluindo bifenil, naftaleno, antraceno fenantreno e tolueno, não conseguindo 
utilizar açúcares e aminoácidos (Dyksterhouse et al., 1995; Head et al., 2006).  
A capacidade de degradação de PAH pelo género Pseudomonas está também largamente 
descrita (Samanta et al., 2002; Selina & Singleton, 2005). Pseudomonas fluorescens (Caldini et al., 
1995) e Pseudomonas putida (Serebriiskaya et al., 1999) são algumas das espécies deste género 
cuja capacidade de degradação de PAH está documentada. A ocorrência do género Pseudomonas 
em locais contaminados por PAH é recorrente e foi verificada em vários estudos (Harayama et al., 
2004; Ma et al., 2006). Neste género, os genes responsáveis pela degradação de PAH encontram-
se mais frequentemente em plasmídios (Serebriiskaya et al., 1999).  
 
1.5. Objectivos 
 
O enriquecimento relativo da SML em diferentes compostos orgânicos, comparativamente 
com a UW, permite atribuir a este compartimento da coluna de água uma função de reactor natural 
onde, por processos físicos e químicos, se concentram e transformam materiais provenientes da 
atmosfera e do oceano (GESAMP, 1995). Como referido anteriormente, embora se aceite que o 
bacterioneuston desempenha um papel essencial na degradação de compostos orgânicos de 
origem natural e antropogénica, não existem ainda evidências que permitam concluir sobre a 
contribuição relativa das comunidades bacterianas da SML nos processos de biotransformação de 
compostos orgânicos. 
Com este trabalho pretendeu-se caracterizar a contribuição relativa do bacterioneuston para 
os processos de reciclagem de compostos orgânicos na coluna de água. Foi seguida uma 
abordagem comparativa entre bacterioneuston e bacterioplâncton quanto às taxas de hidrólise 
enzimática extracelular de compostos polímericos, quanto ao espectro de fontes-únicas de carbono 
utilizadas e ainda, quanto à frequência de bactérias potencialmente degradadoras de PAH. 
Pretendeu-se ainda estabelecer algumas interacções entre o ambiente físico-químico da SML e as 
características das comunidades bacterioneustónicas ao longo de um gradiente estuarino. 
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2. Material e métodos 
2.1. Caracterização da área de estudo 
 
A Ria de Aveiro é um ecossistema costeiro, delimitado por terra, com uma só ligação ao 
mar, que pode ser considerado um estuário uma vez que ocorre diluição da água salgada pela água 
doce transportada por rios (Silva, 1994). Também descrita como uma lagoa costeira de baixa 
profundidade, a Ria de Aveiro localiza-se na costa atlântica, noroeste de Portugal. Possui uma 
topografia irregular e complexa, com diferentes canais que se formam a partir da ligação ao oceano 
Atlântico por um canal artificial de 1.3 km de comprimento e 350 m de largura. Estende-se, pelo 
interior, paralelamente ao mar, numa distância de 45 km e com uma largura máxima de 10 km. A 
área coberta máxima é de 83 Km2 em maré alta e 66 Km2 em maré baixa (Dias et al., 2001). A 
profundidade média é de cerca de 1 m, excepto nos canais de navegação onde são realizadas 
dragagens regulares. A profundidade do canal que liga a Ria com o oceano é de cerca de 20 m 
sendo a profundidade média dos outros canais de navegação de aproximadamente 7 m (Dias et al., 
2001). As maiores fontes de água doce para a Ria de Aveiro são os rios Antuã e Vouga que 
transportam um caudal de água de cerca de 29 m3s-1 e 2 m3s-1, respectivamente. A média de água 
doce proveniente dos rios durante um ciclo de maré é de cerca de 1.8 x 106 m3, enquanto o prisma 
de maré na embocadura numa maré de primavera é de cerca de 70 x 106 m3 (Dias et al., 2000). As 
marés na embocadura são predominantemente semi-diurnas, com uma amplitude média de 2 m. A 
amplitude de maré mínima é de 0.6 m e a máxima de cerca de 3.2 m, correspondendo a um nível de 
água mínimo e máximo de 0.3 m e 3.5 m, respectivamente (Dias et al., 2000). De acordo com estes 
valores a Ria de Aveiro pode ser classificada como uma lagoa mesotidal (Davies, 1964). A diferença 
entre a salinidade à superfície e no fundo da coluna de água é muito baixa, podendo a Ria de Aveiro 
ser descrita como verticalmente homogénea (Lopes et al., 2006). A Ria de Aveiro possui quatro 
canais principais: o canal de Mira, o canal de Ílhavo, o canal do Espinheiro e o canal de S. Jacinto. 
O canal de Ílhavo é o mais estreito e curto, com uma extensão de 15 km (Dias et al., 2001). 
A Ria de Aveiro proporciona condições diversas para actividades humanas, 
designadamente portuárias e recreativas, sendo também um local de descarga de resíduos 
industriais e domésticos. Oferece boas condições para o desenvolvimento de actividades ligadas à 
aquacultura e agricultura, tendo-se desenvolvido várias indústrias de pequenas e médias dimensões 
nas suas margens (Lopes & Silva, 2006). Todas estas actividades são fontes de contaminação, que 
têm como consequência a eutrofização significativa deste sistema (Henriques et al., 2004).   
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2.2. Amostragem 
2.2.1. Locais e datas 
 
As amostras de SML e de UW foram 
recolhidas no canal de Ílhavo (Figura 4). Os pontos 
de amostragem foram escolhidos de modo a obter 
um perfil longitudinal, que corresponde também a 
um gradiente crescente de eutrofização e poluição 
de origem antropogénica. Foram escolhidos cinco 
pontos de amostragem, abrangendo a zona exterior 
do sistema estuarino, a zona portuária e 
prolongando-se pelo interior do canal de Ílhavo. A 
estação N1 (Latitude N 40º 40’ 01, Longitude W 08º 
49’ 24) corresponde à zona mais exterior da Ria de 
Aveiro e situa-se no canal de navegação. As 
estações I2 (Latitude N 40º 39’ 29, Longitude W 08º 
42’) e I3 (Latitude N 40º 38’ 20, Longitude W 08º 41’ 
32) situam-se próximas das infra-estruturas do Porto 
comercial. As estações I4 (Latitude N 40º 37’ 21, 
Longitude W 08º 41’ 01) e I6 (Latitude N 40º 35’ 41, 
Longitude W 08º 41’ 21) situam-se no canal de 
Ílhavo, correspondendo a estação I6 à zona mais 
interior do perfil longitudinal seleccionado. A 
localização destes pontos de colheita está 
representada na figura 4. 
Para representar diferentes condições 
sazonais, foram recolhidas amostras em duas 
épocas diferentes. Assim, realizou-se uma 
amostragem no dia 29 de Outubro de 2007 e uma 
amostragem no dia 12 de Março de 2008. Nestas 
datas colheu-se amostras de SML e UW para 
determinação de actividades enzimáticas, perfis de utilização de fontes únicas de carbono, 
Figura 4: Ria de Aveiro (Portugal), com indicação
dos  locais  de  amostragem:  N1  no  Canal  de
Navegação, I2 e I3 junto ao Porto Comercial, I4 e
I6 no Canal de Ílhavo. 
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Materiais e métodos 
abundância de microrganismos e a abundância de grupos específicos (Bacteria e γ-Proteobacteria). 
As amostras usadas na quantificação de PAH foram colhidas no dia 29 de Outubro de 2007. Foram 
ainda realizadas duas outras campanhas de amostragem, com objectivos mais específicos. Em 7 de 
Fevereiro de 2008 procedeu-se à colheita de amostra de SML, na zona do Porto Comercial, próximo 
do ponto de amostragem I3, a partir da qual se preparou uma cultura de enriquecimento para 
isolamento de bactérias degradadoras de PAH. No dia 4 de Junho de 2008 procedeu-se à colheita 
de amostras nas estações N1, I2, I3,I4 e I6, para análise da diversidade genética das comunidades 
bacterianas e pesquisa de genes funcionais relacionados com a degradação de PAH. 
Todas as amostras foram recolhidas em condições de baixa-mar. 
 
2.2.2. Metodologia de amostragem 
 
As amostras da SML foram recolhidas utilizando uma placa de vidro e uma placa de acrílico 
(33 cm x 20 cm x 3 mm). Imediatamente antes de cada amostragem, as placas foram limpas com 
álcool etílico e água esterilizada. O protocolo de recolha assim como o desenho do amostrador 
foram adaptados de Agogué et al (2004). 
As placas foram mergulhadas na posição vertical e, após escorrerem durante 
aproximadamente cinco segundos, a água foi recolhida para um frasco de vidro de 1 L, previamente 
autoclavado, introduzindo as placas através da grelha de recolha (Figura 5). Este procedimento foi 
repetido, alternando entre a placa de vidro e a placa de acrílico, até se conseguir o volume 
necessário de amostra composta. 
Dependendo do local de amostragem, a placa de vidro e de acrílico recolheram diferentes 
volumes de água. Para o cálculo da espessura da microcamada superficial considerou-se que as 
placas recolheram um volume médio de 5 mL de cada vez que foram mergulhadas na microcamada 
superficial. A espessura da microcamada amostrada foi estimada dividindo o volume de amostra 
recolhido (5 ml) pela área da placa (640 cm2). Como a água adsorveu às duas faces da placa, a 
área de amostragem é de 1280 cm2. Assim a espessura média da microcamada superficial 
amostrada foi de aproximadamente 40 µm. 
A amostragem da água subjacente realizou-se mergulhando directamente um frasco de 
vidro de 1 L a uma profundidade de 0.2 m. As diferentes fases do processo de amostragem estão 
representadas na figura 5. 
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2.3. Caracterização físico-química 
2.3.1. Salinidade e temperatura 
 
Os valores de salinidade e temperatura na UW foram determinados in situ com um 
condutivímetro (WTW, Modelo cond 330i/set). Na SML, os valores de salinidade e temperatura 
foram determinados na amostra recolhida no frasco. Na amostragem do dia 12/03/08 não foi 
possível obter valores de salinidade das amostras recolhidas. 
 
2.3.2. Análise química de hidrocarbonetos aromáticos policíclicos  
 
A quantificação de PAH foi efectuada em amostras recolhidas no dia 29/10/07. Todos os 
recipientes e utensílios usados na recolha das amostras para análise química de PAH foram 
previamente descontaminados. O material foi lavado com água e um detergente alcalino (Sodosil 
3%), seguindo-se um período de imersão numa solução com água e detergente durante um mínimo 
de 24 horas. De seguida foram submetidos a uma lavagem com água desionizada e imersos numa 
solução de 20% HNO3 (Fluka) durante 24 horas. Após este período, todo o material foi enxaguado 
com água desionizada em abundância e seco em estufa (Sanyo Incubator MIR-152). As placas de 
colheita e a grelha de recolha foram descontaminados com água desionizada. A recolha foi feita 
com recurso ao amostrador de SML, seguindo o procedimento padrão da recolha, tendo o cuidado 
de proteger os frascos da luz.  
Figura 5: Amostrador e diferentes fases do processo de amostragem: 1‐ Grelha de recolha da microcamada
superficial; 2 ‐ Placa de acrílico; 3 ‐ Recolha da microcamada superficial. 
1  2  3 
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Materiais e métodos 
Tabela 1: Hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (PAH) pesquisados por 
GC‐MS em amostras da SML do canal de  Ílhavo e respectivos  limites de 
detecção (L.D.). 
Após a chegada ao laboratório, as amostras foram filtradas por filtros de fibra de vidro 
(GF/F, Whatman), divididas em duas sub-amostras e congeladas a - 20 ºC até à sua análise. As 
análises foram efectuadas no Laboratório de Química do CIIMAR por Cromatografia Gasosa - 
Espectrometria de Massa (Cromatógrafo de Fase Gasosa Varian CP-3800, com um injector 
split/splitless) e com 
detecção por 
Espectrometria de Massa 
(Ion Trap Saturn 2200). Os 
hidrocarbonetos 
analisados, bem como os 
limites de detecção do 
método analítico, segundo 
informação fornecida pelo 
Laboratório de Química do 
CIIMAR, são apresentados 
na tabela 1. O resultado 
obtido em cada amostra foi 
calculado como a média das duas réplicas, e expresso em ng L-1. 
 
2.4. Caracterização microbiológica 
2.4.1. Abundância total de microrganismos e frequência relativa do domínio Bacteria e 
da subclasse γ-Proteobacteria. 
 
A abundância relativa de procariotas do domínio Bacteria e da subclasse γ - Proteobacteria, 
que inclui os principais géneros de bactérias degradadoras de PAH (Head et al., 2006) foi 
determinada por FISH (Fluorescence In Situ Hybridization) utilizando sondas oligonucleotídicas 
marcadas com o fluorocromo Cy3. Esta técnica foi aplicada nas amostras recolhidas em 29/10/07 e 
12/03/08. 
Para o domínio Bacteria foram usadas as sondas EUB338 (5´-GCTGCCTCCCGTAGGAG-
3´) (Amann et al., 1990), EUB338-II (5´-GCAGCCACCCGTAGGTGT-3´), para o filo Planctomycetes, 
e EUB338-III (5´-GCTGCCACCCGTAGGTGT-3´) para o filo Verrucomicrobia (Daims et al., 1999). 
PAH  L.D. (ng L‐1)  PAH  L.D. (ng L‐1) 
Naftaleno  8.8  Criseno  7.5 
Acenaftileno  5.0  Benzo[a]antraceno  3.7 
Acenafteno  1.7  Benzo[k]fluoranteno  8.0 
Fluoreno  4.1  Benzo[b]fluoranteno  9.5 
Fenantreno  1.9  Benzo[a]pireno  5.2 
Antraceno  6.2  Ideno[1,2,3‐cd]pireno  28 
Fluoranteno  5.7  Dibenzo[a,h]antraceno  38 
Pireno  3.9  Benzo[ghi]perileno  33 
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Para as γ-Proteobacteria usou-se a sonda GAM42a (5´-GCCTTCCCACATCGTTT-3´) e uma sonda 
não marcada para as β-Proteobacteria (5´-GCCTTCCCACTTCGTTT-3´) como competidora. As 
sondas específicas para γ-Proteobacteria (GAM42a) e β-Proteobacteria (BET42a) são idênticas, 
diferindo apenas num nucleótido discriminatório central. O uso de competidores não marcados 
melhora a especificidade destas sondas (Manz et al., 1992). Utilizou-se ainda a sonda Non338 
como controlo negativo (Karner & Fuhrman, 1997). 
O procedimento desenvolveu-se em quatro etapas: fixação; hibridação; lavagem e 
visualização das amostras. Para a fixação, as células foram recolhidas por filtração em membranas 
de policarbonato de porosidade 0.2 µm (Osmonics, Inc.) e fixadas com paraformaldeído 4% (Sigma-
Aldrich) durante 30 minutos. Após este período, as membranas foram lavadas com 3 ml de PBS 
(Na2HPO4 3.2 mM - Sigma, KH2PO4 0.5 mM - Sigma, KCl 1.3 mM - Sigma, NaCl 135 mM - VWR, pH 
7.4) e 5 ml de água ultra pura. As membranas contendo as células fixadas foram armazenadas no 
escuro, à temperatura ambiente até à hibridação. Para a hibridação, as membranas foram 
seccionadas em quadrantes que foram colocados em lâminas de vidro. Adicionou-se a cada 
quadrante 30 µL de solução de hibridação contendo NaCl 0.9M, Tris/Hcl 20mM (Fluka), formamida 
(Fluka), água destilada e SDS 0.01% (Dodecil Sulfato de Sódio - Bio-Rad), contendo 3 ng/L de 
sonda. Procedeu-se à incubação em forno de hibridação (HB-500 Minidizer) durante 1.5 horas a 46  
ºC. Imediatamente após a incubação, as membranas foram lavadas com tampão de lavagem que 
continha NaCl 0.9 M (VWR), Tris/Hcl 20 mM (Fluka), EDTA 5 mM (Fluka) durante 15 minutos. De 
seguida, procedeu-se à coloração com uma solução de 4.6-diamino-2-fenil indol 2 μg ml-1 (DAPI, 
Fluka). Os fragmentos de membrana foram colocados sobre uma gota de óleo Citifluor (Citifluor Ltd) 
numa lâmina de vidro e sobre os quais se colocou 5 µL de mistura Vectashield (Vector Laboratories, 
Inc.) com óleo Citifluor (1:5). 
As contagens foram efectuadas num microscópio de epifluorescência Leica equipado com 
filtro para Cy3 (Cy3 - Y3, Leica) e um filtro para DAPI (Dapi - A, Leica). Para cada amostra foram 
observadas três réplicas, tendo sido contados 10 campos ópticos aleatórios em cada réplica. Em 
cada campo óptico procedeu-se à contagem das células coradas com DAPI e das células marcadas 
com sonda. 
Além da estrutura das comunidades foi também possível obter uma estimativa da 
abundância total dos microrganismos a parir das contagens de células coradas com DAPI.  
A abundância de microrganismos foi expressa em células L-1. Para o cálculo da abundância 
relativa de cada grupo, foi usada a média das contagens de células coradas por sonda e a média 
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das contagens de células coradas por DAPI. A razão entre estes valores forneceu uma estimativa 
da abundância relativa de cada grupo, sendo o resultado expresso em percentagem. 
  
2.4.2. Isolamento de bactérias degradadoras de PAH 
 
O isolamento de bactérias degradadoras de PAH foi realizado a partir de uma amostra da 
SML recolhida junto do Porto Comercial (próximo do local I3) em 07/02/08, seguindo o procedimento 
descrito anteriormente. Transferiu-se 100 mL de amostra para um erlenmeyer estéril e adicionou-se 
100 mg de nitrato de amónio (Sigma), 20 mg de fosfato de potássio (Sigma), 2 mg de citrato de ferro 
(Sigma), e 100 mg de 2-metilnaftaleno (Fluka). Com o objectivo de obter culturas de enriquecimento 
em bactérias degradadoras de PAH, a amostra foi incubada durante duas semanas na ausência de 
luz, à temperatura ambiente com agitação de 90 rpm. Após incubação, alíquotas de cultura de 
enriquecimento foram semeadas em meio PCA (“Plate Count Agar” - Merck), com 1 mg de 2-
metilnaftaleno, por espalhamento à superficie (Dyksterhouse et al., 1995). Após incubação no 
escuro, à temperatura ambiente durante cinco dias, foram observadas as colónias e purificados em 
PCA, representantes das diferentes morfologias. Foi possível obter um conjunto de isolados, que 
foram purificados por repicagens sucessivas. Procedeu-se à extracção do DNA total dos isolados 
seguindo o procedimento descrito na respectiva secção. A partir do DNA dos isolados foi realizado 
PCR para o 16S rDNA, e para o gene que codifica as dioxigenases, ambos os ciclos descritos na 
respectiva secção.  
 
2.4.3. Diversidade das comunidades bacterianas e de genes funcionais 
2.4.3.1. Extracção de DNA  
2.4.3.1.1. Extracção de DNA total de amostras ambientais 
 
Para a extracção de DNA das comunidades mistas foram usadas amostras da SML e UW 
recolhidas no dia 4 de Junho de 2008. Seguiu-se o protocolo de extracção adaptado de Henriques 
et al., 2004. Filtraram-se 3 réplicas de 50 mL de amostra de SML ou de UW de cada local, através 
de membranas de policarbonato estéreis com 0.2 µm de porosidade (GE Osmotics). As membranas 
foram lavados com 2 mL de tampão TE (10 mM Tris-HCl - Fluka, 1 mM de EDTA - Fluka, pH 8.0), e 
a suspensão de células resultante da lavagem foi recolhida em microtubos estéreis. Depois de uma 
centrifugação a 13,000 rpm (centrífuga Haereus Pico17, Thermo scientific) durante 15 minutos o 
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sedimento foi ressuspenso em 200 µl de TE. De seguida, procedeu-se ao arrefecimento em azoto 
líquido, durante aproximadamente 40 s, e a uma incubação durante 2 minutos a 65 ºC. O passo 
anterior de congelação/descongelação foi repetido 4 vezes. Seguidamente adicionou-se 50 µL de 
lisozima (1mg ml-1) e incubou-se a 37 ºC durante 1 hora. Após a incubação, adicionou-se 400 µL de 
solução de lise (Kit de extracção de DNA; Genomic DNA purification Kit - Fermentas, Vilnius, 
Lithuania) e incubou-se a 65 ºC durante 10 minutos. Após incubação, adicionou-se 600 µL de 
clorofórmio e centrifugou-se durante 10 minutos a 13,000 rpm. Depois de removida a fase aquosa, 
adicionou-se um volume igual de isopropanol, seguindo-se um período de incubação de 30 minutos 
à temperatura ambiente. Após este período, descartou-se o sobrenadante e adicionou-se 250 µL de 
etanol a 70 %. Centrifugou-se a 13,000 rpm durante 5 minutos, rejeitou-se o sobrenadante, 
resuspendeu-se o sedimento em 30 µL de TE e armazenou-se a - 20 ºC.  
 
2.4.3.1.2. Extracção de DNA total de isolados bacterianos 
 
A extracção de DNA total dos isolados bacterianos foi realizada seguindo uma adaptação 
do procedimento descrito por Henriques et al., 2004. Com um palito estéril recolheu-se uma colónia 
isolada. Ressuspendeu-se em 500 µL de meio TSB (Tryptic Soy Broth - Merck) e incubou-se a 30 
ºC, com agitação (200 rpm) durante aproximadamente 12 horas. Após a incubação, retirou-se 250 
µL de cultura para um microtubo e centrifugou-se durante 5 minutos a 13000 rpm para a recolha 
das células. O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso em 50 µL de tampão TE 
(10 mM Tris-HCl - Fluka, 1 mM de EDTA - Fluka, pH 8.0). De seguida, adicionou-se 50 µL de 
solução de lisozima (1mg ml-1 - Fluka) e incubou-se a 37 ºC durante 1 hora. Após a incubação, 
adicionou-se 50 µL de solução de lise (Kit de extracção de DNA; Genomic DNA purification Kit - 
Fermentas) e incubou-se a 65 ºC. Posteriormente, adicionou-se 100 µL de clorofórmio e 
centrifugou-se durante 5 minutos a 13000 rpm. O sobrenadante foi rejeitado e ressuspendeu-se o 
sedimento em 100 µL de etanol a 70%. Repetiu-se a centrifugação durante 5 minutos a 13,000 rpm 
e ressuspendeu-se o sedimento em 40 µL de tampão TE. Para avaliar o sucesso da extracção de 
DNA, 5 µL de amostra foram sujeitos a uma electroforese em gel de agarose 1.5% (Fluka), com 
brometo de etidio (VWR, a 80V durante aproximadamente 30 minutos em tampão TAE (0.04M Tris-
Acetato - Fluka, 0.001M EDTA - Fluka, pH 8.0). A existência de bandas, indicativas da presença de 
DNA foi analisada visualizando o gel num transiluminador de UV (Benchtop UV). As amostras de 
DNA foram conservadas a - 20 ºC.   
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2.4.3.2. Amplificação por PCR (Polymerase Chain Reaction) 
 
Fragmentos do gene rRNA 16S foram amplificado por PCR, a partir do DNA extraído das 
amostras ambientais e dos isolados, utilizando os primers U27F (5´-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-
3´) e 1492R (5´-GGTTACCTTGTTACGACTT-3´) (Weisburg et al., 1991) sintetizados pela IBA (IBA 
GmbH, Alemanha). As reacções de PCR foram realizadas em misturas reaccionais de 25 µL 
contendo 1 µL de amostra, 1 U de Taq polimerase, tampão KCl 1x, 0.2mM de dNTP´s, 3.75 mM de 
MgCl2, 0.1 µM de cada primer, 0.25 mg de BSA (Bovine serum albumine - Sigma) e água 
desionizada. As condições de PCR foram as seguintes: um passo de desnaturação inicial a 94 ºC 
durante 5 min seguido de 25 ciclos de desnaturação a 94 ºC durante 45 s, annealing a 56 ºC 
durante 45 s e extensão a 72 ºC durante 90 s. A reacção de PCR foi concluída com um passo de 
extensão final de 72 ºC durante 10 min. 
Os produtos de PCR para DGGE foram sujeitos à abordagem “nested PCR”. Para o 
domínio Bacteria, realizou-se uma primeira reacção de amplificação do gene rRNA 16S, cujas 
condições estão descritas acima, e a partir do produto de amplificação efectuou-se uma segunda 
amplificação com os primers 968F -GC (5´-CGC CCG GGG CGC GCC CCG GGC GGG GCG GGG 
GCA CGG GGG GAA CGC GAA GAA CCT TAC-3´) e 1401R (5´-CGG TGT GTA CAA GAC CC-3´) 
(Nubel et al., 1996) sintetizados pela IBA. (IBA GmbH, Alemanha) As reacções de PCR foram 
realizadas em misturas reaccionais de 25 µL que continham 1 µL de produto de amplificação do 
primeiro PCR, 1 U de Taq polimerase, tampão KCl 1x, 0.2mM de dDNP´s, 3.75 mM de MgCl2, 0.1 
µM de primer, 4% de acetamida (Fluka) e água desionizada. As condições de PCR foram as 
seguintes: um passo de desnaturação inicial a 94 ºC durante 4 min seguido de 25 ciclos de 
desnaturação a 94 ºC durante 1 min, annealing a 53 ºC durante 1 min e extensão a 72 ºC durante 2 
min A reacção de PCR foi concluída com um passo de extensão final de 72 ºC durante 7 min. 
O gene gacA foi amplificado utilizando uma abordagem de “nested” PCR. Este gene está 
envolvido na biossíntese de metabolitos secundários e na produção de enzimas extracelulares em 
espécies do género Pseudomonas, podendo ser utilizado como um marcador genético para este 
género em amostras ambientais (De Souza et al., 2003). Num primeiro PCR foram utilizados os 
primers GACA-1F (5´-TGATTAGGGTGYTAGTDGTCGA-3´) e GACA-2 (5´-
MGYCARYTCVACRTCRCTGSTGAT-3´) (De Souza et al., 2003) sintetizados pela IBA (IBA GmbH, 
Alemanha). As reacções de PCR foram realizadas em misturas reaccionais de 25 µL que continham 
1 µL de amostra, 1 U deTaq polimerase, tampão KCl 1x, 0.2 mM de dNTP´s, 3.75 mM de MgCl2, 
0.75 µM de primer, 0.25 mg de BSA (Bovine serum albumine; Sigma), 5% DMSO (Panreac) e água 
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desionizada. As condições de PCR foram as seguintes: um passo de desnaturação inicial a 94 ºC 
durante 5 min seguido de 34 ciclos de desnaturação a 94 ºC durante 1 min, annealing a 57 ºC 
durante 1 min e extensão a 72 ºC durante 1 min A reacção de PCR foi concluída com um passo de 
extensão final de 72 ºC durante 4 min A temperatura de annealing foi previamente optimizada, tendo 
sido realizado um PCR, nas mesmas condições, variando apenas a temperatura de annealing, com 
uma amostra de DNA extraída de um isolado de Pseudomonas sp. A partir do produto de 
amplificação efectuou-se um segundo PCR com os primers gacA1F-GC (5´gc clamp -
CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGCCGGGGGCACGGGGGGATTAGGGTGCTAGTGGTCA 
-3´) e gacA2R (5´-MGYCARYTCVACRTCRCTGSTGAT-3´) sintetizados pela IBA (IBA GmbH, 
Alemanha). As reacções de PCR foram realizadas em misturas reaccionais de 25 µL que continham 
1 µL de amostra, 1U de Taq polimerase, tampão KCl 1x, 0.2 mM de dNTP´s, 2.5 mM de MgCl2, 0.2 
µM de primer, 5 % DMSO (Panreac) e água desionizada. As condições de PCR foram as seguintes: 
um passo de desnaturação inicial a 94 ºC durante 5 min seguido de 35 ciclos de desnaturação a 
94ºC durante 1 min, annealing a 52 ºC durante 1 min e extensão a 72 ºC durante 1 min A reacção 
de PCR foi concluída com um passo de extensão final de 72 ºC durante 4 min.  
Para o estudo da ocorrência e diversidade dos genes de dioxigenases experimentaram-se 
dois protocolos de PCR distintos. Inicialmente aplicou-se um protocolo específico para a subunidade 
α das dioxigenases (Gomes et al., 2007), e depois de se ter verificado a predominância do género 
Pseudomonas na SML, utilizou-se um protocolo específico para dioxigenases de bactérias Gram-
negativas (Cébron et al., 2008). No primeiro, optou-se por uma abordagem de nested PCR. No 
primeiro PCR do protocolo, foram utilizados os primers NAPH-1F (5´-TGGCTTTTCYTSACBCATG-
3´) e NAPH-1R (5´-DGRCATSTCTTTTTCBAC-3´) específicos para a sub-unidade α das 
dioxigenases (Gomes et al., 2007), sintetizados pela IBA (IBA GmbH, Alemanha). As reacções de 
PCR foram realizadas em misturas reaccionais de 25 µL que continham 1 µL de amostra, 1 U de 
Taq polimerase, tampão KCl 1x, 0.2 mM de dNTP´s, 25 mM de MgCl2, 10 µM de primer, 4 % DMSO 
(Panreac) e água desionizada. As condições de PCR foram as seguintes: um passo de 
desnaturação inicial a 94 ºC durante 5 min seguido de 34 ciclos de desnaturação a 95 ºC durante 1 
min, annealing a 51 ºC durante 1.5 min e extensão a 72ºC durante 2 min. A reacção de PCR foi 
concluída com um passo de extensão final de 72 ºC durante 10 min A partir do produto de 
amplificação efectuou-se uma segunda reacção de PCR com os primers NAPH-2F (5´-
TATCACGGCTGG-3´) e NAPH-2R GC (5´-ATSTCTTTTTCBAC-3´) (Gomes et al., 2007), 
sintetizados pela IBA (IBA GmbH, Alemanha). As reacções de PCR foram realizadas em misturas 
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reaccionais de 25 µL que continham 1 µL de amostra, 1 U de Taq polimerase, tampão KCl 1x, 0.2 
mM de dNTP´s, 25 mM de MgCl2, 10 µM de primer, 1 % DMSO (Panreac) e água desionizada. As 
condições de PCR foram as seguintes: um passo de desnaturação inicial a 94 ºC durante 5 min 
seguido de 35 ciclos de desnaturação a 94 ºC durante 1 min, annealing a 52 ºC durante 1 min e 
extensão a 72 ºC durante 2 min A reacção de PCR foi concluída com um passo de extensão final de 
72 ºC durante 10 min. Para o segundo protocolo utilizaram-se os primers PAH-RHDα GNF 
(GAGATGCATACCACGTKGGTTGGA) e PAH-RHDα GNR (AGCTGTTGTTCGGGAAGAYWGTGC 
MGTT) específicos para dioxigenases de bactérias gram-negativas (Cébron et al., 2008) 
sintetizados pela IBA (IBA GmbH, Alemanha). As reacções de PCR foram realizadas em misturas 
reaccionais de 25 µL que continham 1 µL de produto de amplificação do primeiro PCR, 1 U de Taq 
polimerase, tampão KCl 1x, 0.2mM de dNTP´s, 3.75 mM de MgCl2, 0.1 µM de primer, 0.25 mg de 
BSA (Bovine serum albumine - Sigma) e água desionizada. As condições de PCR foram as 
seguintes: um passo de desnaturação inicial a 95 ºC durante 5 min seguido de 35 ciclos de 
desnaturação a 95 ºC durante 45 s, annealing a 57 ºC durante 45 s e extensão a 72 ºC durante 45 
s. A reacção de PCR foi concluída com um passo de extensão final de 72 ºC durante 7 min.  
Todas as reacções de PCR foram efectuadas no termociclador Multigene TC 9600 - G 
(Labnet International, Inc) com reagentes da MBI Fermentas (Vilinius, Lituânia), excepto quando 
indicado um fornecedor diferente. A presença de produtos de amplificação foi confirmada por 
electroforese em gel de agarose 1.5% (Fluka), com brometo de etídio (VWR), a 80V durante 
aproximadamente 30 min em tampão TAE (0.04M Tris-Acetato - Sigma, 0.001M EDTA - Sigma pH 
8.0). Como controle positivo foi usado DNA extraído de Pseudomonas putida KT2442 bem como o 
seu produto de amplificação com os primers NAPH-1F e NAPH-1R (Gomes et al., 2005). Para 
avaliar o tamanho dos fragmentos resultantes da amplificação foi utilizado um marcador de pesos 
moleculares (GeneRulerTM DNA Ladder Mix, MBI Fermentas). Os géis foram visualizados num 
transiluminador de UV (Benchtop UV). 
 
2.4.3.3. Identificação dos isolados por sequenciação de DNA 
 
O produto de amplificação do gene que codifica o rRNA 16S e do gene específico para a 
sub-unidade α da enzima dioxigenase foi sequenciado pela empresa StabVida. As sequências 
obtidas foram classificadas com o programa Naive Bayesian rRNA Classifier (Version 2.0) do RDP 
(Ribossomal Database Project-http://rdp.cme.msu.edu) e comparadas com as sequências existentes 
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no GenBank utilizando o software BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), de modo a obter uma 
correspondência dos parentes filogenéticos mais próximos. 
2.4.3.4. DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) 
 
A análise de DGGE foi realizada com o objectivo de separar os fragmentos do gene rRNA 
16S e do gene gacA, (idênticos entre si em tamanho mas potencialmente diferentes na sequência 
de nucleótido) previamente amplificados por PCR a partir de extractos de DNA extraído de 
comunidades de bacterioneuston e bacterioplâncton, e ainda de bactérias potencialmente 
degradadoras de PAH isoladas a partir de culturas de enriquecimento adicionadas de 2-
metilnaftaleno. Foi usado um gradiente de desnaturante duplo contendo 6 a 9% de acrilamida 
(Rotiphorese) e 30 a 58% de solução desnaturante. Considerou-se como 100% desnaturante a 
composição correspondente a 7M de ureia (Merck), 40% de formamida desionizada (Fluka) e 0.5% 
de TAE 50x com acetato de sódio (0.5M Tris-Base - Sigma, 0.05M EDTA - Sigma; 0.1M CH3CO2Na 
- Sigma, pH 8.0). A polimerização foi iniciada adicionando 85 µL de APS 10% (persulfato de amónia 
- Bio-rad) e 30 µL de (TEMED N,N,N',N'-Tetrametiletilenodiamina - Sigma) a cada uma das 
soluções do gradiente. Em cada poço do gel, aplicou-se 4 µL do produto de amplificação em PCR. 
A electroforese foi realizada num sistema Dcode® Universal Mutation detection System (Bio-Rad 
Laboratories) em tampão TAE 1x com acetato de sódio, à temperatura de 60 ºC com uma voltagem 
constante de 220 V durante 6 horas. 
Após a corrida, o gel foi transferido para uma solução de fixação contendo 10% de etanol e 
0.5% de ácido acético glacial (Merck). Após uma lavagem com água destilada, o gel foi imerso em 
solução de coloração (AgNO3 0.2%, Merck)). Após 15 minutos de coloração adicionou-se a solução 
de desenvolvimento (Formaldeído 37%, NaOH 1.5%, Merck). Uma vez visíveis as bandas, 
interrompeu-se a reacção por adicção de solução STOP (Na2CO3 0.75%, Fluka). Os géis foram 
conservados em solução de conservação (Etanol 25%, Glicerol 10%, Merk) e envolvidos em 
celofane. A secagem dos géis foi efectuada a 60 ºC durante 24h. A digitalização do gel foi efectuada 
pela empresa Digiquick. 
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2.4.4. Actividade heterotrófica 
2.4.4.1. Actividade enzimática extracelular 
 
A actividade enzimática extracelular foi determinada fluorimetricamente como a taxa de 
hidrólise máxima de substratos modelo fluorogénicos (Hoppe, 1991), nas amostras recolhidas em 
29/10/07 e no dia 12/03/08. 
Foram utilizados os substratos L-leucina-7-amino-4-metilcoumarina-hidrocloreto (Fluka) 
para a leucina aminopetidase E.C. 3.4.11.1 (Kanaoka et al., 1977), 4-metilumberiferil-α-
glucopiranosido (Fluka) para α-D-glucosidase E.C. 3.2.1.70 (Holzapfel-Pschorn et al., 1987), 4-
metilumberiferil-β-glucopiranosido (Fluka) para β-glucosidase E.C. 3.2.1.21 (Daniels et al., 1981), 4-
metilumberiferil-β-D-galactopiranosido (Sigma) para β-galactosidase E.C. 3.2.1.23 (Vernet et al., 
1993); 4-metilumberiferil-fosfato (Sigma) para fosfatase alcalina E.C. 3.1.3.1 (Roberts et al., 1991) e 
4-metilumberiferil-oleato (Sigma) para lipase E.C. 3.1.1.3 (Jacks & Kircher, 1967).  
Para a determinação das taxas de hidrólise, adicionou-se a cada cuvette 25 µl ou 50 µl de 
solução-stock de substrato MCA ou MUF respectivamente, de modo a resultar uma concentração 
final saturante, previamente determinada por análise cinética (MCA-leucina 20 mM; MUF-fosfato 10 
mM; MUF-α-glucosido 5 mM; MUF-β-glucosido 10 mM; MUF-β-galactosido 4 mM; MUF-oleato 1 
mM). Para a análise de hidrólise do substrato com radical MCA, foi preparada uma série de 3 
réplicas de 1 mL de amostra. No caso do radical MUF foram preparadas 6 réplicas de 1 mL, uma 
vez que para a análise de fluorescência emitida por este radical, é necessário alcalinizar o meio 
imediatamente antes da leitura da fluorescência por adicção de 100 µl de uma solução tampão 
(amoníaco 0.14%, glicina 4.7x10-3 M, água destilada, pH 10.5). A alcalinização interfere com a 
actividade bacteriana pelo que as três réplicas usadas na leitura de fluorescência inicial são 
rejeitadas após a leitura, seguindo em incubação as três réplicas as quais não foi adicionado 
tampão.  
A intensidade de fluorescência inicial e final foi determinada num espectrofluorímetro (Jasco 
FP-777) com um comprimento de onda de excitação de 365 nm e 380 nm e de emisão de 460 nm e 
440 nm para os substratos com radicais MUF e MCA, respectivamente. Realizou-se uma leitura final 
depois de um período de incubação de 2h para a determinação da actividade da leucina-
aminopeptidase e de 18h para as restantes enzimas. Foram construídas curvas de calibração dos 
produtos fluorescentes metilumbeliferona (MUF) e metilcoumarina (MAC) adicionando a alíquotas 
de1 ml de amostra, diferentes volumes de solução stock de produto fluorescente de modo a 
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resultarem concentrações de 0, 0.99, 0.196, 0.291, 0.385, 0.476, 0.566 e 0.654 µM de MCA e 0, 99, 
196, 291, 385 e 476 nM de MUF. A taxa máxima de hidrólise enzimática (Hm) é expressa em nmolL-
1H-1 e foi calculada através da seguinte fórmula: 
ࡴ࢓ ሺ࢔࢓࢕࢒ ࡸି૚ ࢎି૚ሻ ൌ
൫ࡲࢌ െ ࡲ࢏൯ െ  ࢈
࢓
ࢀ࢏࢔ࢉ࢛࢈ࢇçã࢕ 
 
 
onde b é a ordenada na origem da recta de calibração, m é o seu declive, Ff e Fi são as 
fluorescências final e inicial, respectivamente, e T é o tempo de incubação expresso em horas. 
 
2.4.4.2. Perfis de utilização de fontes únicas de carbono (Biolog) 
 
Os perfis de utilização de fontes únicas de carbono das comunidades do bacterioneuston e 
bacterioplâncton foram determinados recorrendo às microplacas Biolog® Ecoplate (Biolog, Inc). 
Estas placas contêm 3 
réplicas de 31 fontes de 
carbono ecologicamente 
relevantes (Tabela 2 e 3) 
distribuídas de forma não 
contígua. Foram analisadas 
segundo esta técnica as 
amostras recolhidas em   
29/10/07 e 12/03/08 
As microplacas foram 
retiradas do frio e 
estabilizadas até atingirem 
a temperatura ambiente. 
De seguida, e em 
condições de assepsia, 
foram inoculadas com 140 µL de amostra em cada poço. Em cada data foi incluído um controlo 
inoculado com água ultrapura. As microplacas foram cobertas e envolvidas com película aderente e 
incubadas a 25 ºC (Sanyo incubator MIR-152) no escuro. O desenvolvimento de cor violeta 
correspondente à redução de tetrazólio foi avaliado às 0h, 24h, 48h, 72h e 96h através da medição 
Poço  Substrato  Poço Substrato
A1  Água  E1  α‐Ciclodextrina 
A2  β‐Metil‐D‐Glucosídeo  E2  N‐Acetil‐D‐Glucosamina
A3  Ácido  D‐Galacturônico  γ‐
Lactona  
E3  Ácido‐γ‐Hidroxibutírico
A4  L‐Arginina  E4  L‐Treonina
B1  Ácido Pirúvico Metil Éster  F1  Glicogénio
B2  D‐Xilose  F2  Ácido‐D‐Glucosamina
B3  D‐Ácido Galacturônico  F3  Ácido Itacónico
B4  L‐Aspargina  F4  Ácido Glicil‐L‐Glutámico
C1  Tween 40  G1  D‐Celobiose
C2  I‐Eritriol  G2  Glucose‐1‐Fosfato
C3  Ácido‐2‐Hidroxi‐Benzóico  G3  Ácido‐α‐Cetobutírico 
C4  L‐Fenilalanina  G4  Feniletilamina
D1  Tween 80  H1  α‐D‐Lactose 
D2  D‐Manitol  H2  D,L‐α‐Glicerol Fosfato 
D3  Ácido‐4‐Hidroxi‐Benzóico  H3  D‐Ácido Málico
D4  L‐Serina  H4  Putresceína
Tabela 2: Diferentes substratos de carbono nas microplacas Biolog Ecoplate 
e código de distribuição. 
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Materiais e métodos 
Tabela  3:  Representação  esquemática  da  distribuição  das  réplicas  dos  diferentes  substratos  de 
carbono nas microplacas Biolog Ecoplate 
da densidade óptica a 590 nm num leitor de microplacas (TECAN Sunrise). Os valores iniciais de 
densidade óptica medida a 590 nm (DO590nm), foram corrigidos em relação ao tempo de leitura 
inicial(0h). A estes valores foram subtraídos os valores de densidade óptica dos poços “brancos”  
 
(A1), e a partir deste resultado foi calculada a densidade óptica média. Para analisar os substratos 
mais utilizados pelas comunidades bacterianas calculou-se a média da densidade óptica corrigida, 
subtraindo os valores de densidade óptica média aos valores de densidade óptica média do 
controlo, para cada substrato. 
 
2.4.3. Análise estatística 
2.4.3.1. Abundância total de microrganismos e frequência relativa do domínio Bacteria 
e da subclasse γ-Proteobacteria 
 
As estimativas do número de células coradas por DAPI, da percentagem relativa marcada 
por sonda em relação ao número total de células e dos valores das taxas de actividades do conjunto 
de enzimas extracelulares foram analisadas quanto à normalidade da distribuição (teste 
Kolmogorov-Smirnov) e à homogeneidade de variâncias (método de Levene). Confirmados estes 
pressupostos procedeu-se à análise paramétrica das variâncias (ANOVA) com o objectivo de 
comparar os valores correspondentes ao bacterioneuston e ao bacterioplâncton. O programa de 
análise estatística utilizado foi o SPSS 15.0. 
 
  1  2  3  4  5  6  7  8  9  10  11  12 
A  A1  A2  A3  A4  A1  A2  A3  A4  A1  A2  A3  A4 
B  B1  B2  B3  B4  B1  B2  B3  B4  B1  B2  B3  B4 
C  C1  C2  C3  C4  C1  C2  C3  C4  C1  C2  C3  C4 
D  D1  D2  D3  D4  D1  D2  D3  D4  D1  D2  D3  D4 
E  E1  E2  E3  E4  E1  E2  E3  E4  E1  E2  E3  E4 
F  F1  F2  F3  F4  F1  F2  F3  F4  F1  F2  F3  F4 
G  G1  G2  G3  G4  G1  G2  G3  G4  G1  G2  G3  G4 
H  H1  H2  H3  H4  H1  H2  H3  H4  H1  H2  H3  H4 
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Tabela 4: Fontes de carbono presentes na placa Biolog Ecoplate divididas 
por categorias de substratos (Dobranic & Zak, 1999).
2.4.3.2. Perfis de utilização de fontes únicas de carbono (Biolog) 
  
Com o objectivo de avaliar o grau de semelhança entre os perfis fisiológicos das 
comunidades, procedeu-se a uma análise multivariada dos dados com o software SPSS 15.0. 
Utilizou-se o método MDS (multidimensional scaling), com distância euclidiana normalizada, 
obtendo-se um diagrama a 2D em que as distâncias são proporcionais às diferenças nos padrões 
de utilização de substratos de carbono das diferentes comunidades. 
  Realizou-se ainda uma análise qualitativa, dividindo os substratos em 6 grupos: aminas, 
aminoácidos, hidratos de carbono, ácidos carboxílicos, polímeros e vários (Preston-Mafham et al., 
2002). Calculou-se para cada grupo de substratos os valores da densidade óptica corrigida. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Categoria  Composto Código
Aminas  Feniletilamina
Putresceína 
Ácido‐D‐Glucosamina 
G4
H4 
F2 
Aminoácidos  L‐Arginina
L‐Aspargina 
L‐Fenilalanina 
L‐Serina 
L‐Treonina 
Ácido Glicil‐L‐Glutámico 
A4
B4 
C4 
D4 
E4 
F4 
Hidratos de Carbono  D‐Xilose
I‐Eritriol 
D‐Manitol 
N‐Acetil‐D‐Glucosamina 
D‐Celobiose 
α‐D‐Lactose 
B2
C2 
D2 
E2 
G1 
H1 
Ácidos Carboxílicos  D‐Ácido Galacturônico
Ácido‐2‐Hidroxi‐Benzóico 
Ácido‐4‐Hidroxi‐Benzóico 
Ácido‐D‐Glucosamina 
Ácido Itacónico 
Ácido‐α‐Cetobutírico 
D‐Ácido Málico 
B3
C3 
D3 
F2 
F3 
G3 
H3 
Polímeros  Tween 40
Tween 80 
α‐Ciclodextrina 
C1
D1 
E1 
Vários  Ácido Pirúvico Metil Éster
Glucose‐1‐Fosfato 
D,L‐α‐Glicerol Fosfato 
Glicogénio 
 
B1
G2 
H2 
F1 
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3. Resultados 
3.1. Caracterização físico-química 
3.1.1. Salinidade e temperatura 
 
Os valores de salinidade e temperatura nos locais N1, I2, I3, I4 e I6 são apresentados na 
tabela 4. No dia 12/03/08 não foi medida a salinidade. 
 
Tabela  5:  Valores  de  Salinidade  (Sal)  e  temperatura  (T)  na  SML  e  na  UW  nos  locais  N1,  I2,  I3,  I4  e  I6, 
determinados nos dias 29/10/07, 12/03/08 e 04/06/08. 
  29/10/07 12/03/08 04/06/08 
Ponto de 
amostragem 
Profundidade  Sal T Sal T Sal T 
N1  SML  36.0  16.8  ‐  16.0  33.7  18.2 
UW  36.0  16.1  ‐  15.0  33.4  18.4 
I2  SML  35.6  16.2  ‐  15.8  33.5  19.3 
UW  35.5  15.8  ‐  16.0  33.3  17.9 
I3  SML  35.6  16.9  ‐  15.6  32.8  20.6 
UW  35.4  16.4  ‐  15.6  32.6  19.2 
I4  SML  35.3  17.3  ‐  16.0  32.8  21.4 
UW  35.0  16.2  ‐  15.4  32.7  19.7 
I6  SML  34.8  17.5  ‐  16.0  31.4  22.7 
UW  34.4  16.7  ‐  15.9  31.1  22.5 
 
Os valores de salinidade foram geralmente mais elevados na SML. As diferenças de 
salinidade entre os dois compartimentos variaram entre 0.1 e 0.4 unidades de salinidade, com 
excepção das amostras de SML e UW colhidas no local N1 em 29/10/07, que apresentavam 
salinidade idêntica. São também pequenas (1.6 unidades) as diferenças de salinidade entre os 
pontos externos do perfil longitudinal, ocorrendo os valores mais elevados no local mais próximo da 
embocadura. A temperatura variou entre 15 ºC e 22.7 ºC, sendo o mínimo registado na UW da 
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estação de amostragem N1 no dia 12 de Março de 2008 e o máximo registado na SML da estação 
de amostragem I6 em 04/06/08. Também a temperatura registou valores mais elevados na SML, 
relativamente à UW com excepção do local I3, que em 12/03/08 registou temperatura idêntica entre 
a SML e a UW. A diferença máxima de 1.7 ºC foi registada no local I4 em 04/06/08. Verificou-se 
ainda um aumento da temperatura nos locais mais afastados da embocadura. 
 
3.1.2. Análise química de hidrocarbonetos policíclicos aromáticos  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A concentração de PAH nas amostras da SML recolhidas em 29/10/07 está representada 
na figura 6. Dos dezasseis PAH analisados, apenas sete (naftaleno, fluoreno, fenantreno, 
fluoranteno, antraceno, benzo[a]antraceno e benzo[k]fluoranteno) registaram concentração acima 
do limite de detecção do método analítico. O local N1 registou o menor grau de contaminação de 
PAH sendo apenas detectado antraceno (7.3±0.2 ng L-1). Nos locais I2 e I3, o naftaleno foi o PAH 
mais abundante (14±5 ng L-1 e 9.4±1.5 ng L-1, respectivamente). No local I4 apenas foi detectado 
fluoreno (9.4±0.5 ng L-1), e o local I6 evidenciou o espectro mais alargado de PAH detectados. No 
Figura 6: Concentração de hidrocarbonetos aromáticos policíclicos  (PAH) 
nos  locais N1,  I2,I3,  I4 e  I6 do Canal de  Ílhavo. As colunas representam o 
valor  médio  da  concentração  de  cada  hidrocarboneto  policíclico
aromático. As barras verticais representam o desvio padrão. 
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local I6 detectou-se fluoranteno (8.5±1.1 ng L-1), benz[a]antraceno (5.1±0.8 ng L-1) e  
benzo[k]fluoranteno (8.1±0.6 ng L-1), três PAH de elevado peso molecular. A concentração máxima 
de 14±5.0 ng L-1 foi registada para o naftaleno no local I2. O somatório das concentrações do 
conjunto de PAH quantificados na SML em cada local foi de 7.3 ng L-1 no N1, 20.9 ng L-1 no I2, 17.5 
ng L-1 no I3, 9.4 ng L-1no I4 e 26.9 no I6. Naftaleno, antraceno e fenantreno foram quantificados em 
dois locais (N1, I2) enquanto que fluoranteno, benz[a]antraceno e o benzo[k]fluoranteno ocorreram 
apenas em um local (I6), ao longo do perfil. Verificou-se ainda que os PAH de elevado peso 
molecular, ocorreram nos locais mais afastados da embocadura. 
 
3.2. Caracterização microbiológica 
3.2.1. Abundância total de microrganismos e frequência relativa do domínio Bacteria e 
da subclasse γ-Proteobacteria. 
 
A variação na abundância total de células procariotas na SML e UW das estações de 
amostragem N1, I2, I3, I4, e I6 está apresentada na figura 7. 
A  abundância total de células procariotas variou entre o mínimo de 7.6 x 108±9.89 x 107 
células L-1 na UW da estação de amostragem N1, em 12/04/08, e 5.1 x 109±3.68 x 108 células L-1 na 
Figura 7: Abundância total de células coradas com DAPI no bacterioneuston (SML) e no bacterioplâncton
(UW), nos  locais de amostragem N1,  I2,  I3,  I4 e  I6, em 29/10/07 e 12/03/08. As colunas representam o
valor médio. As barras  indicam o desvio padrão. O  símbolo  *  indica os  locais onde  foram observadas
diferenças  estatisticamente  significativas  (ANOVA  <0,05)  entre  os  valores  da  SML  e  UW.  N.D.  ‐  não
determinado. 
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UW da estação de amostragem I6, em dia 29/10/07. A abundância de procariotas foi menor no local 
de amostragem N1, aumentando com a distância à embocadura. 
O valor médio de abundância total de células para o conjunto das duas amostragens foi de 
3.8 x 109±1.00 x 109 células L-1. A SML registou uma média de 3.8 x 109±1.00 x 109 células L-1 e a 
UW de 3.60 x 109±1.0 x 109 células L-1.Com excepção do local N1, em 12/04/08, em que a 
abundância foi maior na SML (2.3 x 109±1.49 x 109 células L-1) comparativamente com a UW (7.6 x 
108±9.89 x 107 células L-1), não se registaram diferenças significativas (ANOVA<0.05) de 
abundância entre os dois compartimentos da coluna de água. 
A abundância relativa do domínio Bacteria e da subclasse γ - Proteobacteria na SML e UW 
dos locais N1, I2, I3, I4, e I6 encontra-se representada nas figuras 8 e 9. Em 12/04/08 não foi 
efectuada a análise das amostras do local I6 por imprevistos metodológicos. 
 
 
A abundância relativa do domínio Bacteria variou entre 46.8±5.95% das contagens com 
DAPI (UW do local I2, 12/04/08) e 92.4±5.66% das contagens com DAPI (UW do local N1, 
12/04/08). A abundância relativa deste grupo não apresenta um padrão claro de variação 
longitudinal, tendo sido o valor médio no conjunto das amostras analisadas de 61.0±11.00% das 
contagens DAPI. A SML registou uma média total de abundância de 60.7±7.80% e a UW de 
Figura 8: Abundância relativa (% das contagens com DAPI) do domínio Bacteria no bacterioneuston (SML)
e  no  bacterioplâncton  (UW),  nos  locais  N1,  I2,  I3,  I4  e  I6,  em  29/10/07  e  12/03/08.  As  colunas
representam o valor médio. As barras indicam o desvio padrão. O símbolo * indica os locais onde foram
observadas diferenças estatisticamente significativas (ANOVA <0,05) entre os valores da SML e UW. N.D. ‐
não determinado. 
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61.1±14.10%. Nos locais N1 e I4 foram registadas diferenças estatisticamente significativas entre a 
abundância relativa de Bacteria na SML e UW, embora com sentido contrário. No local N1 o 
domínio Bacteria estava mais representado no plâncton verificando-se o contrário no local I4. 
 
 
A abundância relativa da subclasse γ-Proteobacteria variou entre 1.8±1.36% (UW do local 
I2) e 19.7±0.94% (SML do Local I3), no dia 29/10/07. No conjunto das duas amostragens, a média 
global da abundância relativa da subclasse γ-Proteobacteria foi de 8.0±5.00% das contagens DAPI. 
A SML registou uma média total de abundância de 8.9±5.33% e a UW de 8.1±5.04%. Na 
amostragem realizada em 29/10/07, as γ-Proteobacteria estiveram mais representadas no 
bacterioneuston do que no bacterioplâncton, em todos os locais, sendo as diferenças 
estatisticamente significativas nos locais I3 e I6. Em 12/04/08, verificou-se o inverso, com maior 
abundância relativa no bacterioplâncton, do que no bacterioneuston, à excepção do local I4. Nesta 
data, registaram-se diferenças estatisticamente significativas nos locais N1 e I4, embora de sentido 
oposto 
 
 
 
Figura  9:  Abundância  relativa  (%  das  contagens  com  DAPI)  da  subclasse  γ‐Proteobacteria no
bacterioneuston (SML) e no bacterioplâncton (UW), nos locais N1, I2, I3, I4 e I6, em 29/10/07 e 12/04/08.
As colunas representam o valor médio. As barras  indicam o desvio padrão. O símbolo *  indica os  locais
onde foram observadas diferenças estatisticamente significativas (ANOVA <0,05) entre os valores da SML
e UW. N.D. ‐ não determinado. 
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3.2.2. Isolamento de bactérias degradadoras de PAH 
 
O enriquecimento com 2-metilnaftaleno das comunidades bacterianas da microcamada 
superficial deu origem a 5 isolados de características morfológicas distintas. Na tabela 6 é 
apresentado o resultado da análise das sequências do gene rRNA 16S. 
 
Tabela 6: Resultados da análise da sequência de fragmentos do gene rRNA 16S dos Isolados. 
 
Referência Isolado 
 
Parente filogenético mais próximo 
Classificação RDPb
Classe/Ordem/Família
% Identidade
BLAST‐N 
%  Nº de 
Acessoa 
Bacteria       
EA  GammaProteobacteria
Pseudomonadales 
Pseudomonadaceae 
 
100
100 
100 
 
Pseudomonas gessardii 99  AJ250796
EB  Actinobacteria 
Actinobacteridae 
Actinomycetales 
 
83
83 
82 
 
Microbacterium sp 95  FJ210845
EC  GammaProteobacteria
Pseudomonadales 
Pseudomonadaceae 
 
100
100 
100 
 
Pseudomonas sp. 99  AY770691
EE  GammaProteobacteria
Pseudomonadales 
Pseudomonadaceae 
 
100
100 
100 
 
Pseudomonas marincola 99  AB301071
TA  GammaProteobacteria
Pseudomonadales 
Pseudomonadaceae 
 
99
91 
91 
 
Pseudomonas jessenii 99  EU019982
      
a número de acesso Genebank da sequência mais parecida 
b Classificação RDP - Ribossomal Database Project 
 
Com base nos resultados da análise do rRNA 16S obtêm-se uma predominância de 
isolados do género Pseudomonas, (subclasse γ–Proteobacteria). Apenas um isolado foi classificado 
como pertencendo ao género Microbacterium. 
Com o objectivo de clarificar o potencial de degradação de PAH dos isolados adicionados 
de naftaleno, realizaram-se dois protocolos de amplificação por PCR dirigido a genes relacionados 
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3.2.3. D
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diversidade resultando em perfis de DGGE com aproximadamente 2 bandas, comuns às duas 
comunidades. A banda correspondente ao isolado EA (Pseudomonas gessardi) ocorre também no 
perfil de DGGE do bacterioplâncton do local N1. 
 
3.2.4. Actividade heterotrófica 
3.2.4.1. Actividade enzimática extracelular 
 
A variação das taxas máximas de hidrólise das 6 enzimas estudadas  no bacterioneuston e 
bacterioplâncton nos locais N1, I2, I3, I4 e I6 encontra-se representada nas figuras 14, 15, 16, 17, 
18 e 19. não foi possivel determinar as taxas máximas de hidrolise no local I6 em 12/03/08. Nesta 
data também não foi determinada a actividade da lipase. 
Figura  14:  Taxas  máximas  de  actividade  da  aminopeptidase  no  bacterioneuston  (SML)  e  no
bacterioplancton  (UW) nos  locais N1,  I2,  I3,  I4 e  I6, em 29/10/07 e 12/3/08. As colunas  indicam o valor 
médio. As barras indicam o desvio padrão. O símbolo * indica os locais onde foram observadas diferenças
estatisticamente significativas (ANOVA <0,05) entre a SML e a UW. 
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Figura 16: Taxas máximas de actividade da β‐glucosidase no bacterioneuston (SML) e no bacterioplancton
(UW) nos  locais N1, I2, I3, I4 e I6, em 29/10/07 e 12/03/08. As colunas  indicam o valor médio. As barras
indicam o desvio padrão. O símbolo * indica os locais onde foram observadas diferenças estatisticamente
significativas (ANOVA <0,05) entre a SML e a UW. 
Figura  15:  Taxas  máximas  de  actividade  da  α‐glucosidase  no  bacterioneuston  (SML)  e  no 
bacterioplancton (UW) nos locais N1, I2, I3, I4 e I6, em 29/10/07 e 12/03/08. As colunas indicam o valor 
médio.  As  barras  indicam  o  desvio  padrão.  O  símbolo  *  indica  os  locais  onde  foram  observadas 
diferenças estatisticamente significativas (ANOVA <0,05) entre a SML e a UW. 
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Figura  18:  Taxas máximas  de  actividade  da  fosfatase  no  bacterioneuston  (SML)  e  no  bacterioplancton
(UW) nos  locais N1,  I2, I3,  I4 e  I6, em 29/10/07 e 12/03/08. As colunas  indicam o valor médio. As barras
indicam o desvio padrão. O símbolo * indica os locais onde foram observadas diferenças estatisticamente
significativas (ANOVA <0,05) entre a SML e a UW. 
Figura  17:  Taxas  máximas  de  actividade  da  β‐galactosidase  no  bacterioneuston  (SML)  e  no
bacterioplancton (UW) nos  locais N1, I2, I3, I4 e I6, em 29/10/07 e 12/03/08. As colunas  indicam o valor
médio. As barras indicam o desvio padrão. O símbolo * indica os locais onde foram observadas diferenças
estatisticamente significativas (ANOVA <0,05) entre a SML e a UW. 
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De um modo geral as taxas máximas de actividade da aminopeptidase, da α-glucosidase e 
da β-glucosidase foram menores no local N1, atingindo os seus valores máximos na estações 
intermédias e interiores.A actividade potencial máxima da aminopeptidase variou entre 438.5± 
14.43 nmol L-1 h-1, na UW do local N1 em 29/10/07, e 1747.7±5.95 nmol L-1 h-1 na SML do local I4 
em 12/3/08. A actividade da α-glucosidase variou entre 1.6±1.80 nmol L-1 h-1 na UW do local N1, 
em 29/10/07, e 110.7±10.75 nmol L-1 h-1 na UW do local I3 na mesma data. A actividade da β - 
glucosidase variou entre 26.1±0.41 nmol L-1 h-1, na UW do local N1 em 29/10/07, e 443.1±0.24 
nmol L-1 h-1 na UW do local I3 na mesma data.  
As taxas máximas de actividade da β-galactosidase, fosfatase e lipase registaram valores 
baixos nos locais mais afastados da embocadura (I4 e I6). A actividade da  β-galactosidase variou 
entre 6.8±0.43 nmol L-1 h-1, na UW do local N1, em 29/10/07 e 138.1±11.56 nmol L-1 h-1 na SML do 
mesmo local em 12/3/08. A actividade da fosfatase variou entre 16.7±4.29 nmol L-1 h-1 no local N1, 
em 12/3/08, e 322.9±4.31 nmol L-1 h-1 na UW do local I3 em 29/10/07. A actividade das enzimas β-
galactosidase e fosfatase caracterizou-se por um aumento entre os locais N1 e I3 em 29/10/07, 
seguido de um decréscimo nos locais I4 e I6. Em 12/3/08, o perfil acentuou-se sendo caracterizado 
por decréscimo das actividades no sentido do afastamento da embocadura. A actividade de lipase  
Figura 19: Taxas máximas de actividade da  lipase no
bacterioneuston  (SML)  e  no  bacterioplancton  (UW)
nos locais N1, I2, I3, I4 e I6, em 29/10/07. As colunas
indicam  o  valor médio.  As  barras  indicam  o  desvio
padrão.  O  símbolo  *  indica  os  locais  onde  foram
observadas  diferenças  estatisticamente  significativas
(ANOVA <0,05) entre a SML e a UW. 
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variou entre 4.8±0.87 nmol L-1 h-1 na SML do local I2 e 14.0±0.29 nmol L-1 h-1 na SML do local N1. 
Não se observou um padrão espacial definido na variação da actividade desta enzima.  
No seu conjunto, os valores de actividade das várias enzimas tendem a ser mais elevados 
na SML, em comparação com a UW. As maiores diferenças são observadas nas actividades  da β - 
galactosidase e da fosfatase. No entanto, foram detectadas diferenças estatisticamente 
significativas entre a actividade hidrolítica do bacterioneuston e bacterioplâncton em ambas as 
situações, ou seja, com preponderância do bacterioneuston sobre o bacterioplâncton ou com o 
padrão inverso. 
 
3.2.4.2. Perfis de utilização de fontes únicas de carbono (Biolog) 
 
A utilização dos cinco substratos preferidos pelas comunidades de bacterioneuston e 
bacterioplâncton no conjunto das amostras colhidas em 29/10/07 e 12/03/08, expressa em unidades 
de densidade óptica, encontra-se representada na figura 20.  
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
Os substratos mais utilizados foram, por ordem decrescente de preferência, o ácido pirúvico 
metil éster, o glicogénio, a d-celobiose, a α-ciclodextrina e o d-manitol. Não foram detectadas 
diferenças significativas entre o bacterioneuston e o bacterionplâncton, quanto à utilização deste 
substrato. Na figura 21 está representada a variação espacial da utilização do substrato mais 
utilizado, o ácido pirúvico metil éster, na SML e UW. Não foi possível obter resultados para as 
amostras do local I6. No conjunto das duas amostragens não se observaram diferenças 
Figura 20: ensidade óptica média corrigida correspondente à utilização dos cinco
substratos  preferidos  pelo  bacterioneuston  (SML)  e  bacterioplâncton  (UW)  no
conjunto das amostras colhidas em 29/10/07 e 12/03/08. 
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estatisticamente significativas na utilização do ácido pirúvico metil éster entre a SML e a UW, nos 
vários locais. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A variação de utilização de grupos de substratos quimicamente relacionados (Dobranic & 
Zak, 1999) é apresentada nas figuras 22 e 23, que correspondem às duas datas de amostagem. No 
dia 12/03/08, não foi possível obter resultados para as amostras do local I6 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura  21:  Variação  da  densidade  óptica  média
corrigida  correspondente  à  utilização  do  ácido
pirúvico metil éster, nas amostragens de 29/10/07 e
12/03/08, ao  longo das estações de amostragem N1,
I2, I3, I4. N.D. ‐ não determinado. 
Figura 22: Utilização dos seis grupos de fontes de carbono (aminas, aminoácidos, hidratos 
de  carbono,  ácidos  carboxílicos,  polímeros  e  vários)  do  bacterioneuston  (SML)  e 
bacterioplâncton (UW), nos locais de amostragem N1, I2, I3, I4 e I6, 29/10/07. As colunas 
indicam o valor médio da densidade óptica corrigida. As barras indicam o desvio padrão.  
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A respiração dos substratos considerada de forma agrupada, foi menor no local N1, 
tendendo a aumentar com a distância à embocadura. 
Na amostragem de 29/10/07 verificou-se nos locais N1 e I2 uma tendência para uma maior 
actividade do bacterioneuston, relativamente ao bacterioplâncton. No entanto este padrão não se 
observa nos resultdos obtidos em 12/03/08. Não se registaram diferenças estatisticamente 
significativas entre os dois compartimentos, quanto à utilização dos diferentes grupos de substratos.  
Considerando a totalidade das amostras analisadas, os grupos de substratos mais 
utilizados foram o grupo vários, composto pelos substratos ácido pirúvico metil éster, glicose-1-
fosfato, d,l-α-gicerol Fosfato e glicogénio (D.O. média de 0.72) e o grupo dos polímeros, composto 
pelos substratos tween 40, tween 80 e α-ciclodextrina (D.O. média de 0.51). O grupo de substratos 
menos utilizados foi o das aminas que reúne os substratos feniletilamina, putresceína, ácido-d-
glucosamina (D.O. média de 0.22). 
  
 
 
Figura 23:Utilização dos seis grupos de fontes de carbono (aminas, aminoácidos, hidratos de
carbono, ácidos carboxílicos, polímeros e vários) do bacterioneuston (SML) e bacterioplâncton
(UW), nos  locais de amostragem N1,  I2,  I3,  I4 e  I6, em 12/03/08. As colunas  indicam o valor
médio  da  densidade  óptica  corrigida.  As  barras  indicam  o  desvio  padrão.  N.D.  ‐  não
determinado 
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A análise da similaridade fisiológica das comunidades de bacterioneuston e 
bacterioplâncton dos vários locais, avaliada pelos perfis de utilização dos 31 compostos de carbono 
que compõem as placas Biolog Ecoplate encontra-se representada na figura 24. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura  24:  Distribuição  bidimensional  da  similaridade  na  utilização  de
substratos  orgânicos,  entre  o  bacterioneuston  (SML)  e  o  bacterioplâncton
(UW), nos locais de amostragem N1, I2, I3, I4 e I6 em 29/10/2007 e 12/03/08 
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O arranjo bidimensional evidenciou diferenças entre o bacterioneuston e o bacterioplâncton 
quanto à utilização de fontes de carbono. No entanto, arranjo é bastante diferente entre as duas 
datas de amostragem. No dia 29/10/07 as maiores diferenças foram encontradas no local I2. Nos 
locais N1 e I4 as diferenças são ainda apreciáveis e nos locais I3 e I6, bacterioneuston e 
bacterioplâncton são mais semelhantes entre si. No dia 12/03/08, o local I3 regista a maior diferença 
entre bacterioneuston e bacterioplâncton, enquanto, nos locais I2 e I4, as comunidades se 
apresentam fisiologicamente mais estáveis. De destacar que, na amostragem de 29/10/07, o 
bacterioneuston dos locais I2, I4 e I5 demonstrou um elevado grau de semelhança entre si, e 
claramente diferente do bacterioplâncton dos locais I2 e I4. 
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4.1. Perfis de abundância e frequência relativa de degradadores de PAH 
 
A abundância e distribuição de microrganismos na coluna de água são influenciadas por 
interacções complexas de inúmeros factores bióticos e abióticos. A disponibilidade de substrato, e a 
predação são dois dos principais factores que regulam as comunidades bacterianas (Shiah & 
Ducklow, 1995).  
As comunidades de bacterioneuston e bacterioplâncton evidenciaram um perfil de variação 
espacial ao longo do perfil definido pelos cinco locais de amostragem no Canal de Ílhavo, que é 
caracterizado pelo aumento da abundância total de microrganismos com o aumento da distância à 
embocadura. Este perfil corresponde ao descrito para estuários em que os valores mais elevados 
de abundância bacteriana e também de biomassa fitoplanctónica se situam nas secções 
intermédias e interiores (Wright & Coffin, 1983; Fuks et al., 1991; Cunha et al., 2000). Esta 
distribuição, denota uma maior disponibilidade de matéria orgânica nestas zonas do estuário.  
A abundância total de microrganismos é frequentemente descrita como sendo superior na 
SML do que na UW (Agogué et al., 2004). No entanto, neste estudo, apenas foram registadas 
diferenças estatisticamente significativas (ANOVA <0.05) na abundância total de microrganismos no 
local N1, no dia 12/03/08. Estes resultados indicam que, de um modo geral, o bacterioneuston do 
canal de Ílhavo não se distingue, quanto à abundância, do bacterioplâncton em locais 
correspondentes. Assim, a variação espacial ao longo do estuário, é maior do que a registada entre 
a SML e o resto da coluna de água. 
A abundância relativa do domínio Bacteria e subclasse γ-Proteobacteria nos vários locais e 
datas de amostragem (61±11 % e 8±5 %, respectivamente) é concordante com a registada noutros 
estudos realizados em ambiente estuarino, nomeadamente no estuário de Delaware, onde se 
observou uma abundância relativa média de 58±14% para o domínio Bacteria, e de 9±6% para a 
classe γ-Proteobacteria (Kirchman et al., 2005). De referir que a intensidade da hibridação não pode 
ser correlacionada directamente com o número de células uma vez o conteúdo de rRNA depende 
do estado fisiológico da célula (Amann & Ludwig, 2000), pelo que os valores de abundância 
determinados pelo FISH, são relativos e não absolutos. 
 A abundância relativa da classe γ-Proteobacteria variou ao longo do estuário, sendo menor 
na secção exterior e atingindo valores mais elevados nas estações intermédias e interiores. O perfil 
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de variação da concentração de matéria orgânica e de PAH ao longo do estuário pode ser um dos 
factores que influencia a distribuição de γ-Proteobacteria. Esta classe inclui alguns dos principais 
grupos de bactérias com capacidade de degradar PAH (Head et al., 2006), pelo que, o aumento na 
concentração destes contaminantes ao longo do estuário pode influenciar a sua distribuição. De 
registar que as concentrações de PAH de baixo peso molecular foram mais elevadas nos locais 
intermédios, enquanto nos locais mais interiores detectaram-se PAH de elevado peso molecular. O 
valor máximo de abundância relativa de γ-Proteobacteria foi registado na SML do local I3 na 
amostragem de 29 de Outubro de 2007. Embora no local I6 se registe a maior contaminação por 
PAH, o ponto I3 regista a máxima concentração de naftaleno (9.4±1.5 ng/L) e fenantreno (8.1±1.7 
ng/L), dois hidrocarbonetos policíclicos aromáticos de baixo peso molecular, mais facilmente 
metabolizados pelos microrganismos (Yamada et al., 2003). Neste local, a abundância relativa de γ-
Proteobacteria foi significativamente maior na SML, em comparação com a UW (ANOVA <0.05).  
Embora a concentração de PAH possa influenciar a distribuição de γ-Proteobacteria, 
também a disponibilidade de outros substratos susceptíveis de serem utilizados como fontes 
orgânicas de carbono pode influenciar o perfil de distribuição desta classe. A quantidade, qualidade 
e disponibilidade da matéria orgânica vão, em parte, condicionar a distribuição dos microrganismos 
no estuário (Cunha et al., 2000). As secções intermédias e interiores do estuário são zonas sujeitas 
a um maior impacto de contaminantes resultantes de actividades antropogénicas, em particular os 
contaminantes provenientes de actividades portuárias, agrícolas e de origem doméstica. A 
preferência da subclasse γ-Proteobacteria por locais de elevada concentração de nutrientes, já foi 
descrita em ambientes estuarinos (Bouvier & del Giorgio, 2002; Henriques et al., 2004). Os picos de 
abundância desta classe, podem estar directamente associados a pontos de entrada de nutrientes 
(Bouvier & del Giorgio, 2002).  
A salinidade é frequentemente referida como sendo um factor a considerar na análise da 
distribuição das comunidades bacterianas em ambientes estuarinos (Cunha et al., 2000; Henriques 
et al., 2004). A variação de Proteobacteria com a salinidade está descrita em estudos realizados em 
vários estuários. As α-Proteobacteria encontram-se geralmente associadas às zonas de maior 
salinidade e as β-Proteobacterias associadas a zonas dulçaquícolas ou de baixa salinidade 
(Bernhard  et al., 2005; Kirchman et al., 2005; Henriques et al., 2006). A influência da salinidade na 
distribuição das γ-Proteobacteria não está claramente descrita, tendo este grupo sido associado a 
zonas de baixa salinidade (Bernhard  et al., 2005) e elevada salinidade (Henriques et al., 2006) em 
diferentes estudos. Durante este estudo a variação da salinidade ao longo do estuário foi pequena, 
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pelo que, é possível afirmar que este factor não tenha influenciado de forma preponderante a 
distribuição das comunidades bacterianas. Embora seja possível verificar uma variação longitudinal 
de γ-Proteobacteria acompanhando uma variação longitudinal da concentração de PAH, os dados 
existentes são insuficientes para descriminar entre a concentração de PAH e de outro tipo de 
substratos enquanto factores envolvidos na regulação da abundância destes grupos.  
Com excepção da situação registada em 12/03/08 no local N1, as diferenças 
estatisticamente significativas correspondem à maior abundância relativa de γ-Proteobacteria no 
bacterioneuston, comparativamente com o bacterioplâncton. As maiores diferenças, ocorrem nos 
locais que apresentam maior contaminação por PAH, que são também zonas de maior 
contaminação orgânica (Cunha et al., 2000). No local N1, onde se registam níveis baixos de 
contaminação por PAH, e a estrutura da coluna de água é fortemente afectada pelas elevadas 
velocidades de corrente (Dias et al., 2001), ocorre uma inversão da tendência anteriormente 
descrita. Neste local, os valores de γ-Proteobacteria são mais elevados na UW. Isto indica que 
nesta zona, a regulação de abundância de γ-Proteobacteria não é exercida de forma directa pela 
concentração de hidrocarbonetos.  
A interpretação da abundância relativa de γ-Proteobacteria no bacterioneuston e 
bacterioplâncton ao longo do estuário não pode restringir-se ao seu papel enquanto degradadoras 
de PAH, e deve partir de uma análise mais abrangente das características deste grupo filogenético. 
A subclasse γ-Proteobacteria não inclui apenas bactérias com capacidade para degradar os PAH e 
a relação entre a abundância deste grupo e a concentração de PAH não fica inequivocamente 
estabelecida pelos resultados deste trabalho. Sendo um grupo diverso, que inclui espécies 
independentes e comensais, simbiontes intracelulares e patogénicos de animais e plantas (Lerat et 
al., 2003), é de esperar que se revele dinâmico em relação à exploração de recursos de matéria 
orgânica disponível em cada situação ambiental. 
Considerando, no entanto que a SML corresponde a uma interface onde tendencialmente 
ocorre a acumulação de PAH, foi feita uma tentativa de isolamento de bactérias degradadoras 
destes compostos no bacterioneuston. Para isso, foram preparadas culturas de enriquecimento com 
o objectivo de isolar e posteriormente caracterizar bactérias cultiváveis degradadoras de 
hidrocarbonetos. O PAH fornecido no meio de enriquecimento foi o 2-metilnaftaleno, um derivado 
alquilado do naftaleno que faz parte da fracção solúvel dos óleos de crude e fuel (Mahajan et al., 
1994). O 2-metilnaftaleno é um PAH de baixo peso molecular, logo facilmente metabolizado pelos 
microrganismos (Yamada et al., 2003). Com base nas características macroscópicas das colónias e 
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na morfologia das células foram seleccionados 5 isolados distintos que, com excepção de um deles, 
foram identificados como membros do género Pseudomonas. O género Pseudomonas, pertencente 
à subclasse γ-Proteobacteria, é caracterizado por uma grande versatilidade metabólica, sendo 
capaz de utilizar um largo espectro de fontes de carbono. Este género desempenha um importante 
papel na decomposição de matéria orgânica e na biodegradação de contaminantes (Prescott et al., 
2002). Como referido anteriormente, a capacidade de degradação de PAH do género Pseudomonas 
está também amplamente descrita (Samanta et al., 2002; Van Hamme et al., 2003; Selina & 
Singleton, 2005). Vários estudos descrevem a ocorrência frequente deste género em ambientes 
expostos a contaminação por PAH (Watanabe, 2001; Harayama et al., 2004). Em solos da 
Antárctida contaminados por PAH, foram obtidos 22 isolados de bactérias com capacidade para 
degradar estes compostos e, com excepção de um dos isolados, todos eles pertenciam ao género 
Pseudomonas (Ma et al., 2006). 
O facto de neste estudo não ter sido isolado o género Cycloclasticus, referenciado como 
sendo um dos principais géneros de bactérias degradadoras de PAH (Maruyama et al., 2003; 
Harayama et al., 2004), pode estar relacionado com o procedimento de isolamento. Têm sido 
descritas várias abordagens para o isolamento de bactérias degradadoras de PAH em estudos 
realizados com diferentes tipos de matrizes ambientais. Os vários protocolos de isolamento diferem 
sobretudo no tempo e temperatura de incubação. O tempo de incubação de duas semanas, usado 
neste trabalho, foi provavelmente demasiado curto para isolar degradadores obrigatórios de PAH, 
como é o caso do género Cycloclasticus. O género Cycloclasticus tem sido isolado em experiências 
com várias semanas de incubação (Kasai et al., 2002). O modo como os PAH são disponibilizados 
às bactérias constitui outro aspecto susceptível de influenciar os resultados. Estes podem ser 
adicionados em estado sólido (Kasai et al., 2002) ou podem ser pulverizados sobre placas de 
cultura (Ma et al., 2006). As várias condições descritas na literatura não foram testadas neste 
trabalho, o que pode ter influenciado a representatividade dos isolados obtidos no contexto da 
comunidade natural de bactérias degradadoras. O espectro de PAH encontrados na Ria de Aveiro, 
que resulta essencialmente de contaminação dispersa e crónica com combustíveis de motores de 
embarcações, pode ter também influenciado este resultado. Géneros como o Cycloclasticus, que 
obtêm a energia quase exclusivamente através da degradação de PAH, provavelmente representam 
uma menor percentagem da comunidade de bactérias degradadoras de PAH em ambientes com 
este perfil de contaminação, assumindo maior relevância em situações de contaminação aguda, ou 
em ambientes oligotróficos com baixa disponibilidade de outras formas de carbono orgânico. 
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A prevalência do género Pseudomonas nos isolados recolhidos a partir de culturas de 
enriquecimento com inóculo de SML pode também estar relacionada com algumas vantagens 
adaptativas deste género às condições físico-químicas particulares da microcamada-superficial. 
Algumas espécies do género Pseudomonas estão descritas como produtoras de substâncias que 
reduzem a tensão superficial. A produção destes compostos de efeito surfactante, tem reflexos na 
capacidade dos microrganismos utilizarem hidrocarbonetos como substrato (Deziel et al., 1996). A 
produção de surfactantes por parte dos microrganismos aumenta a solubilidade de compostos 
hidrofóbicos, designadamente os hidrocarbonetos, tornando estes compostos mais disponíveis para 
a degradação (Prabhu & Phale, 2003). Os compostos que reduzem a tensão superficial, 
desempenham também um importante papel na formação de biofilmes como acontece na SML. 
Assim, a ligação entre estas duas propriedades das substâncias que reduzem a tensão superficial, 
pode proporcionar uma vantagem ao género Pseudomonas no ambiente da SML. 
Foi possível amplificar nos isolados classificados como Pseudomonas sp. e Pseudomonas 
marincola, fragmentos do gene que codifica dioxigenases, enzimas que iniciam o metabolismo de 
degradação aeróbia dos PAH pelos microrganismos. O resultado da sequenciação do produto de 
amplificação do PCR com os primers específicos para dioxigenases de bactérias gram-negativas 
não foi conclusivo, não tendo sido possível obter uma correspondência na base de dados 
Genebank. Este resultado poderá ser devido a uma possível inespecificidade dos primers utilizados.   
De referir, que o único isolado não pertencente ao género Pseudomonas foi identificado 
como pertencente ao género Microbacterium, um género já isolado em ambientes contaminados por 
PAH (Zhang et al., 2004; Hilyard et al., 2008).  
 
4.2. Diversidade das comunidades bacterianas e de genes funcionais 
 
A análise preliminar do perfil de DGGE, obtido a partir dos produtos de amplificação do 
gene rRNA 16S das amostras ambientais, sugere na Ria de Aveiro e nas condições de amostragem 
deste estudo, não foram detectadas diferenças significativas na diversidade do domínio Bacteria, 
entre a microcamada superficial e a água subjacente. São ainda escassos os estudos de 
diversidade do bacterioneuston na SML. No estuário de Blyth, a técnica DGGE, revelou a existência 
de bandas específicas na SML ao analisar fragmentos do gene rRNA 16S, o que foi interpretado 
como uma diferença na comunidade da SML relativamente à UW. A análise da sequência dessas 
bandas, evidenciou uma homologia com sequências de rRNA 16S associadas a outros ambientes, o 
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que sugere que as comunidades bacterianas não eram específicas da SML (Cunliffe et al., 2008). 
Outro estudo, realizado em dois locais de amostragem no mar Mediterrâneo, aplicando as técnicas 
de fingerprint genético SSCP (single-strand conformation polymorphism) e RFLP (restriction 
fragment length polymorphism), não evidenciou diferenças significativas entre as comunidades da 
SML e UW (Agogué et al., 2005).  
Uma vez que o género Pseudomonas se mostrou preponderante entre os isolados obtidos 
na cultura de enriquecimento adicionada de naftaleno, foi feita uma análise de diversidade do gene 
gacA, referenciado como marcador genético deste género em amostras ambientais (De Souza et 
al., 2003), no bacterioneuston e no bacterioplâncton do Canal de Ílhavo. A amplificação do gene 
gacA a partir das amostras ambientais revelou-se difícil, não tendo sido possível obter produto de 
amplificação em todas as réplicas e em todos os locais de amostragem. Os problemas na 
amplificação deste gene podem estar relacionados com reduzida abundância do género 
Pseudomonas em alguns pontos de amostragem o que exigiria uma estratégia de amplificação 
diferente. A análise dos perfis de DGGE revela que o bacterioneuston apresenta maior diversidade 
genética do género Pseudomonas do que o bacterioplâncton nas locais intermédios do estuário. 
Esta maior diversidade pode estar relacionada com os aspectos já discutidos anteriormente, em 
particular a sua diversidade metabólica e capacidade de degradação de diferentes contaminantes 
que se acumulam na SML, bem como a capacidade para a produção de surfactantes por algumas 
espécies, que se tornam assim particularmente adaptadas à SML. 
No perfil de DGGE do bacterioneuston do local N1 a banda detectada possui a mesma 
mobilidade que o fragmento do gene gacA do isolado EA, classificado como Pseudomonas 
gessardi, indicando que esta espécie pode ser relevante na comunidade de bacterioneuston da 
zona mais salina do estuário. Embora inicialmente isolada em ambientes de água doce (Verhille et 
al., 1999), esta espécie foi já descrita em ambientes marinhos (Hagstroem et al., 2000). Os perfis de 
DGGE do bacterioneuston com maior número de bandas, indiciadores de maior diversidade foram 
obtidas com amostras dos locais I3 e I4 que são também aqueles em que a concentração de PAH 
de baixo peso molecular é maior. 
Para uma análise filogenética mais detalhada do género Pseudomonas e para a melhor 
compreensão do seu papel ecológico na SML será necessário numa fase seguinte a clonagem e 
sequenciação dos fragmentos relevantes detectados nos perfis de DGGE e, posteriormente, uma 
análise de outros genes relacionados com outras funções degradativas ou de resistência a stress 
físico-químico.  
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4.3. Comparação de perfis metabólicos de bacterioplâncton e bacterioneuston 
 
A matéria orgânica disponível para ser consumida pelos microrganismos heterotróficos no 
meio aquático constitui uma mistura complexa de substratos, alguns deles presentes em baixas 
concentrações. Sendo as comunidades bacterianas fortemente reguladas pelos substratos 
disponíveis, diferenças no ambiente nutricional entre a microcamada superficial e a água subjacente 
são susceptíveis de influenciar os perfis metabólicos das comunidades bacterianas aí existentes, 
respectivamente, o bacterioneuston e o bacterioplâncton. 
A actividade ectoenzimática extracelular é um passo potencialmente limitante da 
decomposição e mineralização de matéria orgânica no ambiente aquático (Hoppe, 1991). O 
espectro de substratos poliméricos utilizados, bem como os parâmetros que caracterizam a cinética 
de hidrólise, constituem uma das abordagens indirectas mais comuns, quando se pretende 
comparar a natureza da matéria orgânica disponível em diferentes contextos ambientais (Martinez 
et al., 1996; Hoppe et al., 1998). 
Os resultados deste estudo indicam que as comunidades de bacterioneuston e 
bacterioplâncton da Ria de Aveiro não se distinguem em termos de abundância total de células. No 
entanto, uma vez que a SML e a água subjacente apresentam propriedades químicas distintas, com 
tendência para a acumulação de substratos lipofílicos à superfície (Wurl & Obbard, 2004), será de 
esperar por parte das comunidades, adaptações funcionais que lhes permitem explorar 
metabolicamente os substratos disponíveis. O grupo de substratos enzimáticos escolhidos teve 
como objectivo fazer uma caracterização geral da capacidade hidrolítica do bacterioneuston e do 
bacterioplâncton relativamente a péptidos, polissacarídeos e lípidos. A actividade de enzimas 
envolvidas directamente no processo de degradação dos PAH através de métodos colorimétricos 
não foi tentada neste trabalho. 
Neste estudo, desenvolvido ao longo do canal de Ílhavo (Ria de Aveiro), as taxas máximas  
de actividade enzimática para o conjunto de substratos utilizados ocorreram na SML, apontando 
para o bacterioneuston, um papel de relevo na hidrólise de compostos de natureza polimérica. A 
acumulação e diferente composição de matéria orgânica de natureza polimérica na SML, pode 
explicar este padrão. Elevados níveis de matéria orgânica, vão estimular a hidrólise enzimática 
extracelular dos compostos orgânicos (Kuznetsova & Lee, 2001; Mudryk & Skorczewski, 2004).  
A fosfatase é a enzima cuja actividade registou maior diferença de actividade entre a SML e 
a UW. A libertação enzimática de fosfato a partir de fósforo orgânico dissolvido é uma etapa 
essencial para a utilização deste nutriente pelo plâncton (Jansson et al., 1988). A utilização de 
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fosfato em ambientes em que este se encontra em baixas concentrações, vai depender da 
disponibilidade de enzimas que hidrolisem os compostos orgânicos. A síntese de fosfatase está 
geralmente associada a baixas concentrações de fósforo no ambiente, sendo inibida quando este se 
encontra em excesso (Cotner et al., 1997; Vidal et al., 2003). Embora a quantificação de nutrientes 
inorgânicos não tenha sido incluída neste estudo, a elevada actividade da fosfatase na SML, pode 
indiciar uma possível limitação de fósforo neste compartimento. 
Foi observada uma variação longitudinal da actividade das várias enzimas extracelulares 
tanto no bacterioneuston como no bacterioplâncton. Os perfis de actividade extracelular reflectem a 
distribuição, composição e concentração de matéria orgânica (Hoppe et al., 1998; Cunha et al., 
2000). A aminopeptidase registou valores de actividade superiores a todas as outras enzimas 
estudadas, atingindo o seu valor mais elevado nas estações interiores. A elevada actividade desta 
enzima já tinha sido anteriormente observada na Ria de Aveiro (Cunha et al., 2000). As proteínas e 
polipéptidos são um componente importante na matéria orgânica das bacias hidrográficas, sendo 
mais rapidamente hidrolisados do que os polissacarídeos (Mudryk & Skorczewski, 2004). A 
actividade da aminopeptidase aumenta com o estado trófico do estuário (Thompson & Sinsabaugh, 
2000), pelo que as elevadas taxas de actividade desta enzima estão certamente associadas a 
condições de eutrofização do Canal de Ílhavo. 
A degradação de polissacarídeos pelas enzimas α-glucosidase, β-glucosidase e β-
galactosidase atingiu valores elevados nas secções intermédias do gradiente estuarino. Esta 
variação reflecte mudanças na composição da matéria orgânica ao longo do estuário, 
provavelmente em relação com as taxas de produção primária (Almeida et al., 2002). 
A actividade da fosfatase diminuiu ao longo do estuário, no sentido do afastamento da 
embocadura, apresentando picos de actividade nas zonas intermédias. A elevada actividade desta 
enzima pode estar relacionada com uma limitação de fosfato nestas secções (Cotner et al., 1997; 
Vidal et al., 2003). 
A actividade da lipase apresentou os valores mais altos no ponto no local N1, o mais 
próximo da embocadura. A secção mais exterior do estuário é aquela que tem menor concentração 
de matéria orgânica (Cunha et al., 2000), sendo possível que os lípidos assumam uma maior 
importância relativa como substrato nesta zona. 
Além da disponibilidade de substrato, a variação da actividade enzimática pode também 
estar relacionada com a estrutura das comunidades bacterianas. Estudos de mesocosmos, 
demonstraram que a adição de substratos de natureza proteica, estimulam a actividade de 
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proteases, fosfatases e lipases, e que esta variação é acompanhada por um aumento de 
abundância dos grupos α-Proteobacteria, γ-Proteobacteria e do cluster Flexibacter-Cytophaga-
Bacteroides. Um aumento moderado da disponibilidade do substrato pode provocar uma mudança 
simultânea na actividade de ectoenzimas específicas e na composição das comunidades 
bacterianas (Pinhassi et al., 1999). A composição das comunidades bacterianas determina o 
espectro e hidrólise de polímeros e partículas e consequentemente, o processamento da matéria 
orgânica (Martinez et al., 1996). Neste estudo, a maioria das enzimas estudadas regista elevados 
valores de actividade nas zonas intermédias e interiores do estuário. Esta variação é coerente com 
o aumento da abundância total de procariotas e da abundância relativa de γ-Proteobacteria ao longo 
do estuário. As capacidades hidrolíticas de alguns grupos desta classe estão descritas, 
designadamente em isolados do género Pseudomonas obtidos em ambiente marinho (Pinhassi et 
al., 1999). 
Tal como o espectro de enzimas extracelulares, também o espectro de substratos utilizados 
como fontes únicas de carbono pelas bactérias heterotróficas pode constituir uma abordagem 
quando se pretende distinguir do ponto de vista metabólico, diferentes comunidades bacterianas em 
ambiente natural. O sistema Biolog Ecoplate permite construir um perfil fisiológico da comunidade 
através do padrão de utilização de um conjunto de 31 substratos diferentes, testados em triplicado. 
Inicialmente este sistema foi desenvolvido para a identificação rápida de isolados bacterianos com 
base na utilização de fontes únicas de carbono (Preston-Mafham et al., 2002). Actualmente, este 
método está adaptado ao estudo da diversidade metabólica das comunidades bacterianas e foi 
aplicado com sucesso em amostras de água doce (Sinsabaugh & Foreman, 2001), estuários 
(Schultz & Ducklow, 2000) e ambiente marinho (Hollibaugh, 1994). 
A análise global dos resultados obtidos com as Biolog Ecoplates, revela que, de um modo 
geral, a capacidade de utilização heterotrófica do conjunto dos 31 substratos é menor, em termos de 
intensidade, na secção marinha do estuário, aumentando com o afastamento da embocadura. Esta 
menor actividade traduz-se em valores de densidade óptica média corrigida inferiores, para o 
mesmo tempo de incubação. De salientar que dos cinco substratos mais utilizados quatro são 
açucares (glicogénio, celulose, ciclodextrina, manitol) e o quinto (ácido pirúvico metil éster) pode ser 
também relacionado com o catabolismo dos hidratos de carbono, o que indica uma particular 
apetência do bacterioneuston e bacterioplâncton na utilização desta família de compostos.  
Agrupando os 31 substratos representados nas placas Biolog Ecoplate quanto à sua 
natureza química, verifica-se que o grupo vários (ácido pirúvico metil éster, glucose-1 - fosfato, 
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glicerol fosfato e glicogénio), o grupo dos polímeros (Tween 40, Tween 80 e α-ciclodextrina) e o dos 
hidratos de carbono (d-xilose, I-eritriol, manitol, N-acetil-D-glucosamina, D-celobiose e α-D-lactose) 
são os mais utilizados, o que confirma a tendência para uma maior utilização de açucares ou 
compostos derivados destes, pelo bacterioneuston e bacterioplâncton. A análise de utilização dos 
vários grupos de substratos, revela diferenças pontuais entre bacterioneuston e bacterioplâncton do 
mesmo local sem que seja, no entanto, possível, identificar um substrato, ou grupos de substratos, 
cuja utilização seja característica de uma das comunidades. De salientar ainda que, dentro de cada 
grupo de substratos, há grandes diferenças na taxa de utilização individual dos vários compostos, o 
que explica os elevados valores de desvio padrão correspondente. 
A representação bidimensional das relações de semelhança entre as comunidades 
bacterianas associadas às várias amostras, estimada a partir dos padrões de utilização de fontes de 
carbono, põe em evidência que do ponto de vista do perfil fisiológico, as comunidades de 
bacterioneuston e bacterioplâncton podem ser bastante semelhantes entre si e diferentes das 
comunidades de bacterioplâncton dos mesmos locais (I2 e I4 em 29/10/07) ou pelo contrário, 
apresentar mais semelhanças com o bacterioplâncton do mesmo local do que com o 
bacterioneuston de um local adjacente. Os resultados da análise estatística dos perfis fisiológicos 
obtidos com as placas Biolog® Ecoplate não permitem identificar um perfil-tipo, característico de 
cada uma das comunidades. Estes resultados podem ser interpretados como indiciando um elevado 
dinamismo nas interacções estabelecidas entre o bacterioneuston e o bacterioplâncton que resulta 
num elevado grau de interpenetração e mistura ainda que, estímulos ambientais exercidos de forma 
distinta sobre as duas comunidades possam suscitar respostas adaptativas rápidas que as tornem 
transitoriamente distintas do ponto de vista metabólico. O perfil de utilização de substratos orgânicos 
como fontes únicas de carbono reflete o espectro de substratos disponíveis na matéria orgânica 
dissolvida em cada local. A exposição dos locais I2 e I4 a contaminantes resultantes de actividades 
portuárias, como os PAH, pode causar a acumulação temporária de matéria orgânica lipofílica na 
SML, suscitando adaptações que alteram o perfil metabólico do bacterioneuston e bacterioplâncton.  
A inexistência de maiores diferenças entre o perfill metabólico na SML e UW pode também 
resultar da combinação de substratos que constituem a microplaca. Como referido anteriormente, a 
SML é um ambiente com uma constituição química única, pelo que o conjunto de substratos 
disponibilizados pela microplaca, essencialmente hidrofílicos, pode não ser representativo daqueles 
que são mais relevantes na microcamada superficial. As diferenças entre o bacterioneuston e o 
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bacterioplâncton poderiam ser mais acentuadas se estivessem mais representados compostos 
lipofílicos, designadamente PAH. 
Finalmente, subsistem ainda dúvidas quanto à representatividade desta abordagem 
relativamente à totalidade da comunidade de bactérias existentes no ambiente por se dirigir 
preferencialmente à fracção cultivável (Preston-Mafham et al., 2002). Embora aparentemente, tanto 
a fracção de bactérias cultiváveis como a fracção de bactérias não cultiváveis contribuem para a 
formação de formazan, e consequentemente para o desenvolvimento de cor, as condições da 
microplaca podem favorecer as bactérias de crescimento rápido, adaptadas a crescer em ambientes 
com grande concentração de nutrientes (Heuer & Smalla, 1997; Konopka et al., 1998). Apesar de o 
resultado final ser uma consequência da composição da comunidade inicial, ao utilizar o método 
Biolog, é possível que só se esteja apenas a comparar o perfil fisiológico das bactérias de 
crescimento rápido, em grandes concentrações de nutrientes.  
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5. Conclusão 
 
A microcamada superficial desempenha um importante papel no controlo dos processos 
ambientais e na distribuição de matéria a nível global. O conhecimento do bacterioneuston e do 
impacto da sua actividade na dinâmica da microcamada superficial é essencial, na medida em que 
os processos que ocorrem neste compartimento podem ter vastas implicações nas trocas de 
matéria entre a atmosfera e a hidrosfera. Apesar da sua importância, a caracterização do 
bacterioneuston encontra-se ainda numa fase inicial. O estudo destas comunidades e dos 
processos em que estão envolvidas na microcamada superficial é um problema complexo que 
necessita de uma abordagem abrangente. Neste estudo, caracterizou-se alguns aspectos do seu 
metabolismo e da sua diversidade e abundância, com enfoque particular nas bactérias 
potencialmente degradadoras de PAH.  
A abundância de microrganismos foi idêntica na microcamada superficial e nas águas 
subjacentes. A abundância relativa do domínio Bacteria não registou diferenças entre os dois 
compartimentos. A análise da diversidade do gene rRNA 16 também não revelou diferenças 
significativas entre os dois compartimentos quanto à diversidade filogenética. As diferenças mais 
significativas entre a microcamada superficial e a água subjacente foram registadas para grupos 
mais específicos. A subclasse γ-Proteobacteria registou uma maior abundância relativa no 
bacterioneuston, em comparação com o bacterioplâncton, em locais mais eutrofizados e 
contaminados com PAH. 
O género Pseudomonas mostrou-se relevante na fracção cultivável da comunidade de 
bactérias degradadoras de PAH da microcamada superficial. A análise da distribuição do gene gacA 
sugere uma maior diversidade deste género na microcamada superficial, especialmente em zonas 
contaminadas por PAH. 
Numa análise global da actividade heterotrófica descrita pelas taxas de hidrólise extracelular 
de macromoléculas e de utilização de fontes únicas de carbono, os resultados indicam que, embora 
exibindo taxas de hidrólise mais elevadas do que o bacterioplâncton, o bacterioneuston não é 
substancialmente distinto quanto ao perfil metabólico global. Considerando ainda que a abundância 
total de células é idêntica nas duas camadas, o bacterioneuston do Canal de Ílhavo parece ser 
constituído por células que são em média, individualmente mais activas na hidrólise de polímeros, 
do que as que constituem o bacterioplâncton. No entanto, esta preponderância relativa parece 
restringir-se ao primeiro passo de utilização de matéria orgânica uma vez que a taxa média e o 
padrão de utilização de substratos simples não foi significativamente diferente nas duas 
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comunidades. Esta diferença pode indicar uma resposta das bactérias heterotróficas à acumulação 
passiva de matéria orgânica na interface ar-água sem que haja evidência, de adaptação a um 
espectro de substratos distintos. 
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Abstract 
 
The sea surface microlayer (SML) represents the interface between the hydrosphere and the atmosphere. 
Due to its chemical nature, important amounts of autochtonous and anthropogenic recalcitrant compounds 
such as polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH), tend to accumulate in the SML in comparison with the UW. 
Such levels of contamination may activate the bacteria communities able to metabolize PAH compounds. In 
this study we aimed to compare the bacterioneuston and bacterioplankton communities in terms abundance, 
heterotrophic activity, and diversity of PAH-degrading bacteria, along a gradient of contamination in an 
estuarine system (Ria de Aveiro, Portugal). Bacterial heterotrophic activity was described by the rates of 
ectoenzymatic activity as well as sole-carbon-source utilization. The composition of bacterial communities was 
assessed by FISH (Fluorescence In Situ Hybridization) and DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) 
was applied to acess community diversity. The rates of extracellular enzymatic hydrolysis were usually higher 
in the SML than in the UW. The patterns of sole-carbon-source utilization were similar between the two 
communities. Microorganism abundance was similar between the two compartments of the water column. The 
relative abundance of the Bacteria domain was also similar between the SML and UW. The γ-Proteobacteria 
subclass, registered is highest values in the estuarine sections where low molecular weight PAH 
concentration was higher. According to the DGGE profiles of 16S rRNA gene fragments, the overall bacterial 
diversity was similar in bacterioneuston and bacterioplankton communities. Pseudomonas, was the dominant 
PAH hydrocarbon-degrading bacteria isolated from the SML. Pseudomonas-specific gacA gene fragments 
analyse indicates that diversity of this genus was higher in the SML. Bacterioneuston communities seem to be 
particularly adapted to the degradation of polymeric DOM which can be interpreted as an indication of the 
accumulation of this type of substrates at the SML. The importance of Pseudomonas in the SML environment 
can be attributed to other features of the genus Pseudomonas such as the production of a broad spectrum of 
extracellular enzymes and surfactants.   
 
Keywords: sea surface microlayer, bacterioneuston, polycyclic aromatic hydrocarbons 
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Introduction 
 
  The sea surface microlayer (SML) represents the interface between the atmosphere and the 
hydrosphere. This layer is usually defined as the uppermost millimetre of the water column, and 
represents a unique environment with distinct biological, chemical and physical processes when 
compared with the underlying waters (UW) (Agogué et al., 2004). The formation of the SML results 
from the concentration of organic matter at the air-sea interface by processes of diffusion, turbulent 
mixing, transport by rising bubbles or buoyant particles and in situ primary production (Liss & Duce, 
1997). It is accepted that the SML plays a key role in the global distribution of anthropogenic 
pollutants (Wurl & Obbard, 2004).  
 Organisms present in the SML are collectively known as neuston. They serve as 
intermediary sources or sinks for inorganic and organic compounds and their activities could 
significantly impact the exchange of matter across the air-water interface (Obernosterer et al., 2005). 
Bacteria communities present in this layer are collectively called bacterioneuston. The 
characterization of this community is still in its initial phase. Bacteria abundance is generally 
characterized has being higher in the SML when compared with the UW (Hardy, 1997). Diversity has 
been described has different (Henk, 2004) and lower (Franklin et al., 2005) in the SML. In result of its 
chemical composition (a high content in lipids, proteins and fatty acids) natural and anthropogenic 
compounds, such as polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) can be up to 500 times higher in the 
SML than in UW (Wurl & Obbard, 2004). PAH are a class of organic compounds that accumulate in 
the environment mainly as a result of anthropogenic activities such as the combustion of fossil fuels 
and oil spills (Selina & Singleton, 2005). Microbial degradation is considered the primary route for the 
breakdown of PAH, and many bacteria capable of degrading PAH have been isolated and identified 
in the marine environment (Harayama et al., 2004; Castle et al., 2006; Head et al., 2006).  
 Although it is believe that the bacterioneuston plays an important function in degrading 
natural and anthropogenic compounds (GESAMP, 1995), few studies on is metabolic activity are 
available and their results are contradictory. Heterotrophic activity is found to be similar (Agogué et 
al., 2004), enhanced (Obernosterer et al., 2005) or inhibited (Williams et al., 1986) in the SML when 
compared with the UW. The amounts of PAH in this layer may activate the bacteria communities 
able to metabolize PAH compounds. This biological process is crucial for reducing the PAH 
concentration in contaminated systems. A better understanding of the functional aspects of the 
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bacterioneuston and a characterization of the PAH degrading community structure in the SML and 
UW is therefore essential. 
 The main objectives of this work were the characterization the abundance and activity of 
estuarine bacterioneuston and the assessment of the potential role of this community on organic 
matter recycling and PAH degradation in the estuarine environment. For that, rates of extracellular 
enzymatic activity were determined and the community composition was access by culture 
independent methods. The isolation, identification and genetic characterization of PAH degrading 
bacteria from the SML was also attempted in order to gain some information of the most relevant 
groups of bacterioneuston involved in PAH degradation in Ria de Aveiro.  
 
Material and Methods 
 
Study area 
 
  Ria de Aveiro is a branched estuarine ecosystem, also described as a coastal lagoon, 
located in the northwest coast of Portugal. The lagoon has a maximum width and length of 10 and 45 
Km, respectively, and in a spring tide covers an area of 83 Km2 at high tide, reduced to 66 km2 at low 
tide (Dias et al., 2000).The lagoon has four main branches radiating from the entrance: Mira, S. 
Jacinto, Ílhavo and Espinheiro channels (Dias et al., 2001). Sampling was conducted along a 
longitudinal profile, extending from the outer segment of the lagoon to the inner section of Canal de 
Ílhavo. The stations were designated as N1 (outer section), I2, I3 (middle section, located near a 
shipping harbour), I4 and I6 (inner section, in canal de Ílhavo). The main sources of contamination 
along this profile are waste waters from the city of Aveiro and pollution associated with shipping 
activities in the outer and mid-sections, some industries, aquaculture plants, diffuse domestic 
sewage drains along the middle section, and run-off from agriculture fields in the inner section 
(Cunha et al., 2000). 
 
Sampling 
 
  SML samples were collected with a Plexiglas plate and a glass plate. The dimensions of 
both plates were 0.25 m wide x 0.35 m long and 4 mm thick. Before sample collection, the plates 
were rinsed with ethanol and sterile distilled water. The plates were vertically introduced across the 
SML and withdrawn in the same position. The excess water was allowed to drain for about 5 s by 
holding the plates in a vertical position. The water adhering to the plate was subsequently removed 
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from both sides of the plate with a wiper blade. Samples from the UW were collected by submerging 
a glass bottle and opening it at a 0.2 m depth (Agogué et al., 2004). Temperature and salinity of the 
samples were measured in the field using a WTW LF 196 Conductivity Meter. For the ectoenzimatic 
activity determination and FISH protocol samples were collected in 29 of October 2007 and 12 of 
March 2008. The samples for PCR and DGGE analyses were collected in 4 of July 2008. For the 
isolation of PAH-degrading microorganisms the samples were collected in 7 of February 2008. 
 
Enrichment and isolation of the PAH-degrading microorganisms 
 
Water from the SML was collected at I3 sampling station, located next to the shipping 
harbour. A sub-sample of 100 ml of SML was placed into a 500 ml sterilized Erlenmeyer and 
supplemented with 100 mg of NH4NO3 (Sigma), 20 mg of K2HPO4 (Sigma), 2 mg of ferric citrate 
(Sigma), and 100 mg of 2-methylnaphthalene (Fluka). The culture was incubated at room 
temperature on a rotary shaker operating at 90 rpm for two weeks. After the incubation, 1 ml of the 
enriched culture was spread onto PCA (Plate Count Agar - Merck) plates. The PAH 2-
methylnaphthalene was placed on the internal surface of the lids of the Petri dishes containing PCA. 
The lids were placed and the plates were incubated in an upright position in order to promote the 
deposition of small amounts of PAH on the inoculated surface of the PCA plates. These cultures 
were incubated at room temperature protected from light for two weeks. Individual isolated colonies 
were further purified by restreaking on the same type of culture medium. For the identification of 
representative isolates. DNA extraction was performed as described by Henriques et al. (2004). PCR 
was used to amplify 16S rRNA gene fragments. The universal bacterial primers U27 and 1492R 
were used to amplify c. 1450 bp of the 16S rRNA gene (Weisburg et al., 1991). PCR products were 
sequenced by Stabvidas. The 16S rRNA gene sequences obtained from the isolated strains were 
classified according to the Naive Bayesian rRNA Classifier (Version 1.0) of the Ribosomal Database 
Project II (http://rdp.cme.msu.edu/) and compared with different sequences available in the GenBank 
database using BLAST-N (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Sequences were subjected to 
CHIMERA CHECK program from RDP.  
 
Ectoenzymatic activity 
 
Ectoenzymatic activity was determined fluorimetrically (Jasco FP-777 Fluorometer) as the 
maximum hydrolysis rate (Hm) of fluorogenic model substrates (Hoppe, 1991). The following 
substrates were used : 4-methylumbelliferyl-α-glucopyranoside (Fluka) for α-D-glucosidase E.C. 
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3.2.1.70 (Holzapfel-Pschorn et al., 1987); 4-methylumbelliferyl-β-glucopyranoside (Fluka) for β-
glucosidase E.C. 3.2.1.21 (Daniels et al., 1981); L-leucine-7-amido-4-methyl-coumarin hydrochloride 
(Fluka) for leucina aminopetidase E.C. 3.4.11.1 (Kanaoka et al., 1977); 4-methylumbelliferyl-fosfate 
(Sigma) for alkaline phosphatase  E.C. 3.1.3.1 (Roberts et al., 1991); 4-methylumbelliferyl-oleate 
(Sigma) for lipase E.C. 3.1.1.3 (Jacks & Kircher, 1967); 4-methylumbelliferyl-β-D-galactopyranoside 
(Sigma) for  β-galactosidase  (C 3.2.1.23 (Vernet et al., 1993). The substrates were added at 
saturating concentrations chosen after a preliminary kinetic analysis (L-leucine-7-amido-4-methyl-
coumarin hydrochloride 20 mM; 4-methylumbelliferyl-α-glucopyranoside 5 mM; 4-methylumbelliferyl-
β-glucopyranoside 10 mM; 4-methylumbelliferyl-fosfate 10 mM; 4 -methylumbelliferyl-oleate 1 mM; 4-
methylumbelliferyl-β-D-galactopyranoside; 4 mM). Wavelengths for excitation and emission were 380 
to 440 nm for the 7-amino-4-methylcoumarine-substrate and 360 to 450 nm for 4-
methylumbelliferone–substrates. Measurements were made in 3 replicates for each sample after 2 h 
incubation, for MCA, and after 18 h incubation for MUF. Incubations were made at in situ 
temperature. Calibration was performed by the internal standard method adding a series of 6 to 8 
concentrations of the fluorescent products (0 to 500 nM for MUF and 0 to 6 μM for MCA) to a pool of 
water from the 6 sampling stations. 
 
Fluorescence in situ hybridization (FISH) 
 
  The relative abundance of Bacteria and γ-Proteobacteria in the SML and UW was assessed 
by FISH using the Cy3-labeled oligonucleotide probes (MWG Biotech) as described by Pernthaler et 
al. (2001). Samples were filtered through 0.22 µm polycarbonate filters (GE Osmonics), fixed with 
4% paraformaldehyde for 30 min and rinsed with PBS 1X and MilliQ water. The filters were stored at 
room temperature until hybridization. The probes used in this study for the Bacteria domain were 
EUB338 (5´-GCTGCCTCCCGTAGGAG-3´) (Amann et al., 1990), and EUB338-II (5´-
GCAGCCACCCGTAGGTGT-3´) and EUB338-III (5´-GCTGCCACCCGTAGGTGT-3´) to cover the 
Planctomycetes and Verrucomicrobia phyla (Daims et al., 1999). For γ-Proteobacteria subclass the 
probes used were GAM42a (5´-GCCTTCCCACATCGTTT-3´) (Manz et al., 1992) and an unlabelled 
competitor probe specific for β-Proteobacteria (5´-GCCTTCCCACTTCGTTT-3´). The probe Non338 
was used as a control for nonspecific binding. For each probe, a filter section was placed on a 
Parafilm-covered glass slide and overlaid with 30 µL hybridization solution with 2.5 ng µL-1 of probe 
(final concentration). The hybridization solution contained 0.9 M NaCl, 20 mM Tris-HCl (pH 7.4), 0.01 
% SDS, and the optimum concentration of formamide for each probe (Pernthaler et al., 2001). Filters 
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were incubated in sealed chambers at 46 °C for 90 m. After hybridization filters were washed for 20 
min at 48°C in wash solution (20 mM Tris-HCl pH 7.4, 5 mM ethylenediaminetetraacetic acid, 0.01% 
SDS, and the appropriate concentration of NaCl) (Pernthaler et al., 2001). Rinsed and dried filter 
pieces were counterstained with 2 µg/mL 4’, 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) and mounted with 
Vectashield and Citifluor (1:4). Besides the relative abundance, DAPI staining also provided a 
measure of total microorganisms. Samples were examined with a Leitz Laborlux K microscope 
equipped with the appropriate filter sets for DAPI and CY3 fluorescence. At least 10 fields were 
counted per replicate of sample. All reagents were purchased from Fluka, except when indicated 
otherwise.    
 
DNA extraction and PCR amplification 
 
  Bacterial cells were collected on 0.2-mm-pore-size filters (Poretics Products Livermore, 
USA) and DNA extraction was performed as described by Henriques et al. (2004). A nested PCR 
approach was use to amplify the 16 rRNA gene fragments for DGGE analyses. For the first PCR, the 
universal bacterial primers U27 and 1492R were used to amplify c. 1450 bp of the 16S rRNA gene 
(Weisburg et al., 1991). A reaction mixture of 25 µl was prepared containing 1 x PCR buffer 
(Fermentas, Vilnius, Lithuania), 0.2 mM deoxynucleoside triphosphates, 3.75 mM MgCl2, 0.25 mg 
bovine serum albumin (BSA - Sigma), 4 % (vol/vol) dimethyl sulfoxide (Panreac), 0.1 µM primers 
synthesized by IBA , 1U Taq polymerase (Fermentas, Vilnius, Lithuania), and template DNA (ca. 10 
ng). After 5 min of denaturation at 94 °C, 25 thermal cycles of 45 s at 94 °C, 45 s at 56 °C, and 1.5 
min at 72 °C were carried out. A final extension step at 72 °C for 10 min was performed to finish the 
reaction. One µl of the product of the first PCR was used as the template for a second PCR with 
bacterial DGGE primers F968-GC and R1401 (c. 347 bp) according to Nubel et al. (1996).The aim of 
this approach was to enhance the number of environmental 16 rRNA gene amplicons and 
simultaneously attach a GC clamp to the amplified sequences to prevent the complete melting of 
double-strand DNA during the DGGE analyses. The reaction mixtures (25 µl) consisted of 1 µl 
template, 1 x PCR buffer (Fermentas, Vilnius, Lithuania), 0.2 mM deoxynucleoside triphosphates, 2.5 
mM MgCl2,  
4 % (vol/vol) acetamid (Fluka), 0.1 µM primers and 1 U DNA Taq polymerase (Fermentas). 
Denaturation was carried out for 4 min at 94°C, after which 25 thermal cycles of 1 min at 94 °C, 
 1 min at 53 °C, and 2 min at 72 °C were performed. A final extension step of 7 min at 72 °C finished 
the reaction. 
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 A nested-PCR approach was also applied for amplification of Pseudomonas-specific gacA 
gene has described by Costa et al. (2007). For the first PCR, primers GACA1F and GACA2 were 
used to amplify c. 425 bp of the GacA gene. A reaction mixture of 25 µl was prepared containing 1 x 
PCR buffer (Fermentas, Vilnius, Lithuania), 0.2 mM deoxynucleoside triphosphates, 3.75 mM MgCl2, 
0.25 mg bovine serum albumin (BSA), 5 % (vol/vol) dimethyl sulfoxide, 0.75 µM primers synthesized 
by IBA , 1U Taq polymerase (Fermentas, Vilnius, Lithuania), and template DNA (ca. 10 ng). After 5 
min of denaturation at 94 °C, 34 thermal cycles of 1 min at 94 °C, 1 min at 57 °C, and 1 min at 72 °C 
were carried out. A final extension step at 72°C for 4 min was performed to finish the reaction. An 
aliquot of 1 µl of the product of the first PCR was used as the template for a second PCR with 
primers gacA1F-GC and gacA2R. The reaction mixtures (25 µl) consisted of 1 µl template, 1 x PCR 
buffer (Fermentas, Vilnius, Lithuania), 0.2 mM deoxynucleoside triphosphates, 2.5 mM MgCl2, 0.2 
µM primers and 1 U DNA Taq polymerase (Fermentas). Denaturation was carried out for 4 min at 94 
°C, after which 35 thermal cycles of 1 min at 94 °C, 1 min at 52 °C, and 1 min at 72 °C were 
performed. A final extension step of 4 min at 72 °C finished the reaction. 
 
Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) 
 
   DGGE of the amplified sequences was performed by means of a DCode System (Universal 
Mutation Detection System; Bio-Rad). The GC-clamped amplicons were applied to a double-gradient 
polyacrylamide gel containing 6 to 9 % acrylamide (Rotiphorese) with a gradient of 30 to 58 % of 
denaturant. The run was performed in Tris-acetate-EDTA buffer (0.5M Tris-Base, Sigma, 0.05M 
EDTA, Sigma; 0.1M CH3CO2Na, Sigma , pH 8.0) at 60 °C at a constant voltage of 220 V for 16 h. 
The DGGE gels were silver stained according to the method of Heuer et al., (2001). 
 
PAH analysis 
 
  Samples from SML for PAH analyses were collected in 29 of October 2007, filter   as 
described by the chemistry laboratory of CIIMAR (www.ciimar.up.pt) and frozen at -20oC until 
analysis. PAH quantification was performed in the CIIMAR Chemistry Laboratories (Porto, Portugal) 
by Gas Chromatography-Mass Spectrometry (Gas Chromatograph Varian CP-3800 with 
split/splitless injection and Mass Spectrometry Detector - Ion Trap Saturn 2200) with detection limits 
between 20 and 40 ng/L. The result was calculated as the average of two sub-samples and 
expressed in ng L-1.  
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Statistics 
 
Total prokaryote abundance (DAPI counts), the relative abundance of the Bacteria domain 
and of the γ-Proteobacteria subclass and rates of activity of the extracellular enzymes  were tested 
for normality (Kolmogorov–Smirnov test) before the comparison of means. Parametric analysis of 
variance (ANOVA), was performed provided that data were normally distributed and that the 
variance of group means was homogeneous (Leven test). 
Results 
 
Water properties 
 
The ranges of the values of physical and chemical parameters describing water properties 
are summarized in Table 1. Salinity ranged between 31.1 e 36.0%, being the lowest value registered 
in the SML of the sampling station I6 (4 July 2008), and the highest value registered at sampling 
station N1 (12 March 2008). Temperature varied between 15 ºC and 22.7ºC, being the lowest value 
registered in the UW at the sampling station N1 (12 of March 2008) and the highest value registered 
in the SML at the sampling station I6 (4 of July 2008).  
 
PAH concentrations 
 
  PAH concentration ranged between values below the limit of detection of the method to 
14±5 ng L-1 of naftalene. Sampling station N1 registered the lowest concentration of PAH. At this 
site,, only anthracene was detected (7.3±0.2 ng L-1). In sampling stations I2 and I3, naftalene, a low 
molecular weight PAH, reached the highest concentration (I2 - 14±5 ng L-1; I3 - 9.4±1.5 ng L-1). In 
sampling station I4, only fluorene was detected (9.4±1.5 ng L-1). Sampling station I6 presented the 
largest variety of detected PAH, including Benzo[a]antracene (5.1±0.8 ng L-1) and 
Benzo[k]fluorantene (8.1±0.6 ng L-1), two high molecular weight PAH. 
 
Fluorescence in situ hybridization (FISH) 
 
Total prokaryote abundance estimated from DAPI counts ranged from 7.6 x 108 ± 9.90 x 107 
cells L-1 in UW at sampling station N1 (12 March 2008) to 5.1 x 109 ± 3.68 x 108 cells L-1  in UW at 
sampling station I6 (29 October 2007), defining a clear gradient of enrichment from the outer to the 
inner sections of the estuary (Figure 3). With the exception of sampling station N1, on the 29 October 
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2007, no significant differences were found between the SML and UW in terms of bacterial 
abundance. 
The relative abundance of the Bacteria domain (Figure 4) varied between 46.8 ± 6.0 % in 
the UW at the sample station I2, (12 March 2008) and 92.4 ± 6.0 % in the UW at the sample station 
N1 (29  October 2007). Significant differences (ANOVA< 0.05) between the relative abundance of 
this group in the SML and in UW did not show a consistent pattern. 
The relative abundance of γ-Proteobacteria varied along the estuary (Figure 5). The relative 
abundance of this subclass varied between 1.8 ± 1.4 %, in the UW at sampling station I2, and 19.7 
± 1.0% , in the SML at sampling station I3 (29 October 2007). Significant differences between the 
SML and UW were found in sampling stations I3 and I6 (29 October 2007) and in sampling stations 
N1 and I4 (12 of March 2008). With the exception of sampling station N1, on the 12 March 2008, all 
significant differences corresponded to higher relative abundance of γ-Proteobacteria in the SML 
than in UW. 
 
Enrichment and isolation of the PAH-degrading microorganisms 
 
After enrichment with naphthalene as a carbon source, 5 isolates were selected according to 
their colony morphology, analysed phylogenetically and identified using their 16S rDNA sequences.  
The results showed that except for EB, the 16S rDNA sequences of all strains show high homology 
with the Pseudomonas genus (Table 2). 
 
Diversity of bacterial communities and functional genes  
 
Bacterial fingerprints of the communities were obtained, after separation of 16S rRNA gene 
fragments by DGGE, for whole SML and UW assemblages at all the sampling stations and also for 
bacterial strains isolated from the PAH enrichment culture. Community DGGE profiles showed a high 
number of equally abundant dominant bands for the SML and UW, for all the sampling sites (Figures 
6 and 7). The bacterial strains isolated from the PAH enrichment culture did not share any of the 
band with the environmental samples. 
Fragments of the Pseudomonas-specific gacA gene were analyzed by DGGE for all the 
sampling stations and for all the isolates. It was not possible to obtain amplification products for 
some of the subsamples, and as an extreme situation, for any of the samples of station I2. The gacA 
DGGE profile revealed that, with exception of the sampling site I6, the number of bands was higher 
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in the SML than UW, especially in sampling stations I3 and I4. The strain EA, classified as 
Pseudomonas gessardi shared a common band with sampling station N1 (Figure 8). 
 
Ectoenzymatic activity 
 
Rates of extracellular enzymatic activity varied along the longitudinal profile. 
Aminopeptidase, α-glucosidase and β-glucosidase activity showed the lowest values at the outer 
stations of the estuary, and reached their maximum at the mid and inner stations. Fosfatase and β-
galactosidase activity were highest at the outer and middle stations of the estuary. Significant 
differences between SML and UW were observed (ANOVA<0.05) for all of the studied enzymes. 
Aminopeptidase showed the highest rates of activity, varying between 438.5±14.43 nmol L-1 h-1 in 
sampling station N1, in 29 of October 2007, and 1747.7± 5.95 nmol L-1 h-1 in sampling station I4, in 
12 of March 2008. The largest difference between the SML and UW was registered in sampling 
station N1 (29 October) with values 20 % higher in the SML in relation to UW. 
The activity of α-glucosidase varied between 1.57± 1.8 nmol L-1 h-1 in sampling station N1, 
in 29 of October 2007, and 110.7±10.75 nmol L-1 h-1 in sampling station I3 in 29 of October 2007. 
The major difference between SML and UW was registered in sampling station I2 (29 October 2007) 
being higher in the SML 63 % in relation to UW. 
The activity of β-glucosidase activity varied between 6.8±0.43 nmol L-1 h-1 in sampling 
station N1, in 29 of October 2007, and 138.1±11.56 nmol L-1 h-1 in the same sampling station in 12 
of March 2008. The largest difference between the SML and UW was registered in sampling station 
I4 (12 March 2008) with values 34 % higher in the SML in relation to UW 
The β-galactosidase activity varied between 6.8±0.43 nmol L-1 h-1 in sampling station N1 in 
29 of October 2007, and 138.1±11.56 nmol L-1 h-1 in the same sampling station in 12 of March 2008. 
The major difference between the SML and UW was registered in sampling station N1 (12 March 
2008), with values 79% higher in the SML in relation to UW. 
Phosphatase activity varied between 16.7±4.29 nmol L-1 h-1 in sampling station N1 in 12 of 
March 2008, and 322.9±4.31 nmol L-1 h-1 in sampling station I3 in 29 of October 2007.  The largest 
difference between the SML and UW (29 October 2007) was registered in sampling station I2 with 
values 92 % higher in the SML than in UW. 
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Discussion 
 
Bacterioneuston abundance and relative frequency of specific PAH-degrading groups 
 
The abundance and distribution of microorganisms in marine or estuarine water is influence 
by complex biotic and abiotic interactions. Substrate availability and predation are two of the main 
factors that regulate bacteria distribution (Shiah & Ducklow, 1995). 
This study shows a gradient of enrichment in total microorganisms from the mouth to the 
inner parts of the estuary. This pattern corresponds in general, to the structure of an estuary, where 
bacterial abundance and phytoplankton biomass are maximum at the intermediate estuarine 
sections (Wright & Coffin, 1983; Fuks et al., 1991; Cunha et al., 2003). This distribution is probably 
related with the quality (lability) of the available organic matter, along the estuary. 
 Frequently, higher abundances of microorganisms are registered in the SML, when 
compared to the UW (Agogué et al., 2004). However, in this study, significant differences between 
these two layers of the water column were only found in sampling station N1, on the 29 October 
2007. This results suggest that bacterioneuston of the Íhavo Channel, is not different in terms of 
abundance of the bacterioplankton. The relative abundance of the Bacteria domain did not show a 
spatial variation along the estuary. Although, significant differences were found between the SML 
and UW, they did not show a consistent pattern. The relative abundance of the subclass γ-
Proteobacteria was higher in bacterioneuston in relation to bacterioplancton at the inner and outer 
sections of the estuary. 
Exposure to hydrocarbons has been shown to decrease bacterial diversity, in result of a 
selection for PAH degrading bacteria (Roling et al., 2002; Castle et al., 2006). The γ-Proteobacteria 
subclass includes the major PAH degrading genera, such as Alcanivorax, Cycloclasticus, 
Pseudomonas,, Oleiphilus,, Oleispira, and Thalassolituus (Watanabe, 2001; Head et al., 2006).  The 
variation in the relative abundance of this group might be related with the variation of PAH and 
organic matter concentration along the estuary. The high concentrations of PAH at the inner sections 
(station I6), and the presence of low molecular weight PAH in the middle sections (stations I2 and I3) 
of the estuary, might explain the increase in the proportion of γ-Proteobacteria in this areas. The 
relative abundance of this class reaches its maximum value at sampling station I3 (29 October 2007) 
where naphthalene and phenantrene were detected. Naphtalene and phenantrene are low molecular 
weight PAH, more easily metabolized by heterotrophic bacteria than high molecular weight PAH 
(Yamada et al., 2003). 
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Although the concentration of PAH might have influenced the relative abundance of γ – 
Proteobacteria along the estuary, other organic carbon sources, might also have influence the 
distribution of this class. In estuarine environments bacterial abundance depends in part of the 
quantity and quality of the pool of organic matter used as substrate for growth. Middle and inner 
sections of the estuary are exposed to contamination associated with harbor activities, industries, 
aquaculture plants, diffuse domestic sewage drains and run-off from agriculture fields. The 
preference of γ-Proteobacteria for high nutrient concentration has been previously reported, and 
peaks of abundance appeared to be related to nutrient point sources (Bouvier & del Giorgio, 2002; 
Henriques et al., 2004). Salinity is also an important factor that influences the structure and 
composition of prokaryotic assemblages in estuarine environments (Bouvier & del Giorgio, 2002; 
Henriques et al., 2004). However, in this study, the variation of salinity along the estuarine profile 
was very small, and so this factor does not seem to influence the distribution of bacterial 
communities. 
The differences between the SML and UW in the relative abundance of the class γ-
Proteobacteria are more pronounced at the sampling sites were PAH concentration was higher. With 
exception of station N1 (12 March 2008), all the significant difference between the two layers 
corresponded to a higher value of abundance of γ-Proteobacteria in the SML. The sampling sites 
where these differences occured are associated not only with high levels of PAH concentration, but 
with other organic contaminants as well. At station N1, where PAH concentration was lowest and the 
water column in mixed by strong currents (Dias et al., 2001), the relative abundance of γ-
Proteobacteria was higher in the UW. Probably, at this site the PAH concentration is not an important 
regulatory factor in the distribution of γ-Proteobacteria. γ-Proteobacteria do not exclusively include 
PAH-degrading bacteria, and the relation between the relative abundance of this subclass and the 
PAH concentration cannot be fully demonstrated with the results of this study. 
High concentrations of PAH have been found in the SML at sampling locations associated 
with anthropogenic coastal activities, in particular harbour facilities (Wurl & Obbard, 2004). Based on 
this fact, an attempt to isolate PAH-degrading bacteria from the SML near the harbour facilities in 
Canal de Ílhavo was made. Among the five different strains obtained, four were assigned to the 
Pseudomonas genus, included in the γ-Proteobacteria subclass. The ability of this genus to 
metabolize PAH is well documented. Pseudomonas putida and Pseudomonas fluorecence, are two 
species capable of PAH degradation (Caldini et al., 1995; Serebriiskaya et al., 1999). The presence 
of Pseudomonas species in PAH-impacted environments is common (Watanabe, 2001; Harayama et 
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al., 2004). In Antarctic soils, twenty-two PAH degrading bacterial strains were isolated, and all, 
except one, belonged to Pseudomonas genus. The only strain that was not identified as 
Pseudomonas was assigned to the genus Microbacterium, which also occurs in PAH contaminated 
environments (Hilyard et al., 2008).  
  
Diversity of bacterial communities 
 
DGGE fingerprints of PCR amplified 16S rDNA were used as a tool to gain insights into the 
diversity of bacteria communities in the SML and UW. The banding patterns analysis suggests that 
differences between the most dominant populations in the two communities are significant. There is 
only a limited number of studies that have used molecular tools to access bacterioneuston diversity. 
Using the SSCP (single-strand conformation polymorphism) and RFLP (restriction fragment length 
polymorphism) fingerprint techniques, a study conducted in the Mediterranean failed to find 
consistent differences between the predominant bacterial assemblages from SML and UW (Agogué 
et al., 2005). Specific populations detected as either novel DGGE bands, or novel bacterial 16S 
rRNA gene clone library OTUs, were only found in the SML of the Blyth estuary (Cunliffe et al., 
2008).  
Because of the preponderance of Pseudomonas among the strains isolated from the PAH-
enrichment culture a particular focus was set on the study of the diversity of this genus in the SML 
and UW of all sampling stations. GacA specific gene was used has a genetic marker for this genus. 
This gene influences the production of several secondary metabolites in Pseudomonas spp., and 
can be used as a complementary genetic marker for detection of this genus in environmental 
samples (Souza et al., 2003; Costa et al., 2007).. The difficulties to obtain amplification products to 
all the subsamples can be related to the lower abundance of Pseudomonas in some sampling points. 
With the exception of sampling site I6, the number of bands was always higher in samples from the 
SML than in samples from the UW, especially in the middle section of the estuary, were PAH and 
organic matter concentration are higher. As stated before, this pattern might be related with the 
ability of this genus to metabolize PAH and other organic compounds. Curiously, strain classified as 
Pseudomonas gessardi, showed a common band with sampling station N1. Although, this species 
was first identified in natural mineral waters (Verhille et al., 1999), it has already been isolated in 
marine environment (Hagstroem et al., 2000). 
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Extracellular hydrolytic potential of bacterioneuston 
 
Extracellular and ectoenzymes produced by microorganisms enable them to utilize polymeric 
organic matter substances that otherwise are not directly accessible (Chróst & Siuda, 2002). The 
hydrolysis of polymers is a rate-limiting step in the utilization of organic matter by microorganisms in 
aquatic environments (Hoppe, 1991). The objective of the selected substrates used in this study, 
was to characterize the potential to hydrolyze proteins, polissacharides and lipids in the SML and 
UW.  Aminopeptidase showed the highest activity level. This had already been described for Ria de 
Aveiro (Cunha et al., 2000). In water basins, proteins and polypeptides constitute a very abundant 
component of the organic matter (Mudryk & Skorczewski, 2004), and are hydrolised by extracellular 
peptidases into peptides and amino acids (Ainsworth & Goulder, 2000).  
The results of this study indicate significant differences in the levels of potential 
ectoenzymatic activity between enzymes in the SML and UW. In general, the activity of the studied 
enzymes is higher in the SML than in the UW. This pattern suggests that bacteria communities from 
the surface microlayer play an essential role in the hydrolysis of polymers. This pattern has already 
been described previously, and is probably related with the high concentrations of polymeric and 
recalcitrant organic matter in surface waters (Kuznetsova & Lee, 2001; Mudryk & Skorczewski, 
2004).  
Among the different extracelular enzymes activities assayed, phosphatase showed the 
highest difference between the SML and the UW. Phosphatase is, to a large extent, a repressible 
enzyme that is mainly produced during periods of pronounced phosphorus deficiency (Vidal et al., 
2003). The activity of this enzyme can be a useful indicator of phosphorus deficiency in oceanic 
environments (Perry, 1972; Cotner et al., 1997; Vidal et al., 2003). Therefore, it is possible that the 
differences between the SML and UW in the potencial activity of phosphatase are related with low 
phosphorus concentration in the surface water.  
The rates of extracellular enzymatic activity also varied along the estuarine gradient.   
Aminopeptidase activity increased from the mouth to the inner sections of the estuary. The activity of 
this enzyme increases with the degree of eutrophization (Thompson & Sinsabaugh, 2000). The high 
organic matter concentrations found in the middle and outer sections of the estuary might explain the 
increased activity of this enzyme. Polysaccharide hydrolysis by α - glucosidase, β-glucosidase e β-
galactosidase reached maximum potential activities levels in the middle section of the estuary.  This 
variation reflects changes in the organic matter composition, probably related with a more intense 
primary production in this region (Almeida et al., 2002). Phosphatase activity decreased along the 
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estuary, except in middle sampling stations, were it increases drastically. the potencial activity of this 
enzyme might be related with phosphate limitation that can occur in sections of intense primary 
production, such as the intermediate sections of the Mira Channel. Lipase activity was higher in the 
outer section of the estuary. Here the lowest rates of primary production occur limiting the access of 
heterotrophic bacteria to more labile substrates (Almeida et al, 2002) 
In addition to substrate availability, the variation in the extracellular enzymatic activity might 
also be determined by the composition of the bacterial communities. Mesocosm studies have 
demonstrated that the addition of protein substrates not only stimulates the activity of proteases but 
also phosphatases and lipases. This variation in ectoenzymatic activity is simultaneous with an 
increase in α-Proteobacteria, γ-Proteobacteria  and Flexibacter-Cytophaga-Bacteroides (Pinhassi et 
al., 1999). The species composition of the bacteria communities might substantially influence the 
rates and patterns of polymer and particle hydrolysis in the sea (Martinez et al., 1996). In this study, 
almost all the enzymes show high activity rates at the intermediate and inner sections of the estuary. 
This pattern is coincident with an increase in the abundance of γ-Proteobacteria which can be 
related to the high hydrolytic potential of some of the members of this subclass, namely 
Pseudomonas (Pinhassi et al., 1999). 
  
Conclusions 
 
In this study, significant differences in the abundance of prokaryote cells in the SML and in 
UW were not found. However, bacterioneuston demonstrated an enhanced potential for extracellular 
degradation of polymeric substrates. These results suggest that bacterioneuston cells are 
individually more active in the hydrolysis of polymeric organic matter than bacterioplankton. 
The γ-Proteobacteria subclasse showed a higher abundance in bacterioneuston community 
than in bacterioplankton, in locations associated with high organic matter and PAH concentration. 
Pseudomonas species were dominant in PAH-degrading culturable bacteria isolated from the 
surface microlayer.  DGGE profiles suggest that this genus is also more diverse at the SML. 
Further work is needed to the understanding of the importance of γ-Proteobacteria 
subclasse and Pseudomonas genus in the metabolism of PAH in the SML, but the results point to 
the relevant role of bacterioneuston for organic matter recycling. The potential of these communities 
for PAH degradation may anticipate their major role in the bioremediation of contaminated aquatic 
ecosystems.   
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Figure Legends 
 
Figure 1: Ria de Aveiro (Portugal); sampling stations indicated with arrows: Stns N1 in Canal de 
Navegação, Stns I2 and I3 near the harbour facilities, Stns I4 and I6  in Canal de Ílhavo. 
 
Figure 2: PAH concentrations along the sampling sites N1, I2, I3, I4 and I6. 
 
Figure 3: Total prokaryote abundance estimated from DAPI counts, in the SML and in UW at the 
sampling sites N1, I2, I3, I4 and I6, in 29 October 2007 and 12 March 2008 . Significative differences 
between the two layers are marked with *. N.D. - not determined. 
 
Figure 4: Relative abundance of the Bacteria domain determined by FISH in bacterioneuston (SML) 
and bacterioplankton (UW) communities at the sampling sites N1, I2, I3, I4 and I6, in 29 October 
2007 and 12 March 2008. Significative differences between the two communities are marked with *. 
N.D. - not determined. 
 
Figure 5:  Relative abundance of the γ-Proteobacteria subclass determined by FISH in 
bacterioneuston (SML) and bacterioplankton (UW) communities at the sampling sites N1, I2, I3, I4 
and I6, in 29 October 2007 and 12 March 2008. Significative differences between the two 
communities are marked with *. N.D. - not determined 
 
Figure 6: DGGE fingerprints of 16S rRNA gene fragments amplified from samples collected in 
sampling stations N1, I2 and I3. SML - bacterioneuston; UW - bacterioplankton; M - Bacterial 
standard. 
 
Figure 7: DGGE fingerprints of 16S rRNA gene fragments amplified from samples collected in 
sampling stations I4 and I6, and from the strains isolated from the PAH enrichement culture. SML - 
bacterioneuston; UW - bacterioplankton; M - Bacterial marker; EA - Pseudomonas gessardii; EB - 
Microbacterium sp.; EC - Pseudomonas sp. ; EE - Pseudomonas marincola; TA - Pseudomonas 
jessenii. 
 
Figure 8: DGGE fingerprints of specific gacA gene fragments amplified from whole-community 
samples collected at stations N1, I3, I4 and I6, and from strains isolated from the PAH enrichement 
culture. SML - bacterioneuston; UW - bacterioplankton; M - Bacterial marker; EA - Pseudomonas 
gessardii; EB - Microbacterium sp.; EC - Pseudomonas sp. ; EE - Pseudomonas marincola; TA - 
Pseudomonas jessenii. 
 
Figure 9: Maximum rates of -glucosidase activity in bacterioneuston (SML) and bacterioplâncton 
(UW) at the sampling sites N1, I2, I3, I4 and I6, , in 29/10/07 and 12/03/08. The symbol * indicates 
significant differences between the two layers. N.D. - not determined. 
 
Figure 10: Maximum rates of -glucosidase activity in bacterioneuston (SML) and bacterioplâncton 
(UW) at the sampling sites N1, I2, I3, I4 and I6, , in 29/10/07 and 12/03/08. The symbol * indicates 
significant differences between the two layers. N.D. - not determined. 
 
Figure 11: Maximum rates of β-glucosidase activity  in bacterioneuston (SML) and bacterioplâncton 
(UW) at the sampling sites N1, I2, I3, I4 and I6, , in 29/10/07 and 12/03/08. The symbol * indicates 
significant differences between the two layers. N.D. - not determined. 
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Figure 12: Maximum rates of β-galactosidase activity in bacterioneuston (SML) and bacterioplâncton 
(UW) at the sampling sites N1, I2, I3, I4 and I6, in 29/10/07 and 12/03/08. The symbol * indicates 
significant differences between the two layers. N.D. - not determined. 
 
Figure 13: Maximum rates of fosfatase activity in bacterioneuston (SML) and bacterioplâncton (UW) 
at the sampling sites N1, I2, I3, I4 and I6,  in 29/10/07 and 12/03/08. The symbol * indicates 
significant differences between the two layers. N.D. - not determined. 
 
Table Legends 
 
Table 1: Values of salinity (Sal.) and temperature (T.) at the SML and UW in 29 of October 2007, 12 
of March 2008 and 4 of July 2008, along sampling stations N1, I2, I3, I4 and I6.   
 
Table 2: Analysis of the 16S rRNA gene sequences from the isolated strains, and their tentative 
assignment into different taxonomical categories. 
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Figure 13 
 
 
Table 1 
 
 
  29‐10‐07  12‐04‐08  04‐06‐08 
Sampling 
Station 
Deep  Sal. (%)  T. (0C)  Sal. 
(%) 
T. (0C)  Sal. 
(%) 
T. (0C) 
N1  SML  36.0  16.8  ‐  16.0  33.7  18.2 
UW  36.0  16.1  ‐  15.0  33.4  18.4 
I2  SML  35.6  16.2  ‐  15.8  33.5  19.3 
UW  35.5  15.8  ‐  16.0  33.3  17.9 
I3  SML  35.6  16.9  ‐  15.6  32.8  20.6 
UW  35.4  16.4  ‐  15.6  32.6  19.2 
I4  SML  35.3  17.3  ‐  16.0  32.8  21.4 
UW  35.0  16.2  ‐  15.4  32.7  19.7 
I6  SML  34.8  17.5  ‐  16.0  31.4  22.7 
UW  34.4  16.7  ‐  15.9  31.1  22.5 
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Table 2 
 
 
 
a RDP ‐ Ribossomal Database Project 
b GenBank sequence accession number of most closely related bacterial sequence(s). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Strain reference 
 
Closest phylogenetic relative 
RDP Classifiera 
Class/Order/Family 
% BLAST‐N
Identity 
%  Accessionb
no. 
Bacteria       
EA  GammaProteobacteria
Pseudomonadales 
Pseudomonadaceae 
 
100
100 
100 
 
Pseudomonas gessardii 99  AJ250796
EB  Actinobacteria 
Actinobacteridae 
Actinomycetales 
 
83
83 
82 
 
Microbacterium spp 95  FJ210845
EC  GammaProteobacteria
Pseudomonadales 
Pseudomonadaceae 
 
100
100 
100 
 
Pseudomonas spp. 99  AY770691
EE  GammaProteobacteria
Pseudomonadales 
Pseudomonadaceae 
 
100
100 
100 
 
Pseudomonas marincola 99  AB301071
TA  GammaProteobacteria
Pseudomonadales 
Pseudomonadaceae 
 
99
91 
91 
 
Pseudomonas jessenii. 99  EU019982
      
